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1.1 Der Gametogenese-Locus DAZL1
Das humane DAZL1 (Deleted in Azoospermia Like 1)-Gen kartiert auf dem kurzen
Arm von Chromosom 3 (3p24). Die Isolierung des Gens wurde von vier Arbeitsgruppen
unter verschiedenen Namen publiziert: DAZH (Saxena et al., 1996), SPGYLA (Shan et
al., 1996) und DAZLA (Yen et al., 1996 und Seboun et al., 1997). Auf dem dritten
internationalen Workshop über das Y-Chromosom in Heidelberg 1997 erhielt es die
einheitliche Bezeichnung DAZL1 (Vogt et al., 1997).
Der cDNA-Klon cT355 von DAZL1 hat eine Länge von 2978 bp (Shan et al., 1996)
und ist auf 11 Exone verteilt (vgl. Abb. 1.1). Genomisch erstreckt sich der Genlocus
über 19 kb (Chai et al., 1997).
DAZL1 kodiert für ein RNA-bindendes Protein der RRM-Klasse (RRM = RNA
Recognition Motif). RNA-bindende Proteine der RRM-Klasse haben eine etwa 80
Aminosäuren umfassende konservierte RNA-Bindungs-Domäne im N-terminalen
Bereich. Innerhalb dieser Domäne gibt es zwei besonders hoch konservierte Peptid-
Abschnitte: das RNP-1 (Ribonucleoprotein consensus sequence)-Oktapeptid
(KGYGFVSF) und das RNP-2 Hexapeptid (IFVGGI) (Kenan et al., 1991).
Abb. 1.1 : Genomische Struktur des humanen DAZL1-Locus (nach der Sequenz von BAC194G10).
DAZL1 wird beim Menschen spezifisch in Hoden und Ovarien exprimiert (Reijo et al.,
2000; Lin et al., 2001; Nishi et al., 1999). Im Hodengewebe scheint die Expression auf
die Keimzellen beschränkt zu sein (Reijo et al., 2000; Lin et al., 2001). Sowohl
DAZL1-Transkripte als auch das entsprechende Protein wurden in verschiedenen
Keimzellstadien detektiert:
In fetalen Gonozyten und in adulten Spermatogonien sind DAZL1-Proteine sowohl im
Zellkern als auch im Cytoplasma lokalisiert. Bei der Meiose, also in Spermatozyten,
lassen sie sich dann nur noch im Cytoplasma finden (Reijo et al., 2000). In reifen
Spermatozoen ist das DAZL1-Protein vor allem im Mittelstück lokalisiert. Eine
    Introns           6605    273    545 438  99    1363   730  765   1507  3337      (bp)
       Exons       229      147     92      52  64     140    72     51    114     99              1929     (bp)




schwache Präsenz ist im Spermienschwanz festzustellen. In der Kopfregion findet sich
eine gesprenkelte Verteilung von DAZL1-Protein (Lin et al., 2002).
In Ovarien findet man DAZL1-Protein sowohl in Keimzellen als auch in den
somatischen Granulosazellen. In Oocyten ist das Protein im Cytoplasma lokalisiert.
Außerdem findet man es in der Theca interna in reifen Follikeln (Nishi et al., 1999).
Auch im Gelbkörper ist es gelungen, DAZL1-Protein nachzuweisen (Pan et al., 2002).
Das Protein ist hier im Cytoplasma der Granulosa-lutealen Zellen lokalisiert. Die
Konzentration nimmt mit fortschreitender lutealer Phase ab.
1.1.1 DAZL1-Homologe beim Menschen
Es gibt mehrere DAZL1-Homologe beim Menschen: die DAZ-Genfamilie auf dem Y-
Chromosom (Grossmann et al., 2000) und das BOULE-Gen auf Chromosom 2 (Xu et
al., 2001).
1.1.1.1 Die DAZ-Genfamilie auf dem humanen Y-Chromosom
Die DAZ-Genfamilie ist im distalen Bereich auf dem langen Arm des menschlichen Y-
Chromosoms, in Yq11.23, lokalisiert. Sie befindet sich in der sogenannten AZFc-
Region (Azoospermie Faktor c) (Vogt, 1998).
Die Transposition einer Kopie des DAZL1-Gens auf das Y-Chromosom fand während
der Primatenevolution nach der Trennung von Alt- und Neuweltaffen, aber vor der
Aufspaltung der verschiedenen Altweltaffen statt (Shan et al., 1996; Seboun et al.,
1997). Nach Martin (1993) war dies also vor etwa 36 bis 55 Millionen Jahren der Fall.
Y-chromosomale DAZ-Gene findet man folglich ausschließlich bei Altweltaffen, nicht
aber bei Neuweltaffen und allen anderen Spezies im Tierreich.
DAZ-Gene werden exklusiv in der männlichen Keimzelllinie exprimiert. Die Anzahl
und Struktur der DAZ-Genkopien auf dem humanen Y-Chromosom scheint bei
verschiedenen Individuen zwischen drei und sieben Kopien variabel zu sein (Yen et al.,
1997; Gläser et al., 1998); Saxena et al., 2000). Die BAC-Genbank RPCI-11, die aus
der genomischen DNA eines einzelnen Mannes hergestellt wurde (Osoegawa et al.,
1998), enthält 4 verschiedene DAZ-Gene, DAZ1 bis DAZ4, die in zwei Clustern




Abb. 1.2: BAC-Contig mit Y-chromosomalen DAZ-Klonen. Die Zahlen über den Exonen geben die
Positionen in den jeweiligen Klonen an. Die Nomenklatur der Exon 7-Varianten entspricht der von Yen et
al., 1997, mit Ausnahme von Exon 7G und 7H, die nicht in testikulären DAZ-Transkripten gefunden
wurden. (nach: Fernandes et al., 2002)
Die DAZ-Gene unterscheiden sich vom DAZL1-Gen vor allem in der repetitiven Exon
7-Struktur (DAZ-„Repeat“). In DAZL1 liegt Exon 7 singulär vor.
Außerdem gibt es im DAZL1-Gen eine 130 bp umfassende Sequenzeinheit, die nur in
DAZL1 transkribiert wird und bei den DAZ-Genen im Intron liegt (Shan et al., 1996).
Sie umfasst einen Teil von DAZL1 Exon 8 und DAZL1 Exon 9.
Auf Proteinebene sind DAZ und DAZL1 - abgesehen von den „Repeats“ - zu 95%
identisch.
Man hat humane DAZ-Proteine immunhistochemisch in Spermatogonien und
Spermatocyten (Reijo et al., 2000), späten Spermatiden und in Spermienschwänzen
(Habermann et al., 1998) nachgewiesen.
Auch nach Deletionen der kompletten DAZ-Genfamilie (AZFc-Patienten) können noch
reife Spermien gebildet werden, wenn auch nur in geringer Anzahl (hochgradige
Oligozoospermie) (Vogt, 1998). Die Funktion der DAZ-Gene in der männlichen
Keimbahn ist also nicht essentiell für die Human-Spermatogenese, im Gegensatz zur
DAZL1-Funktion. DAZL1-Knock-out-Mäuse sind in beiden Geschlechtern steril




1.1.1.2 Das humane BOULE-Gen auf Chromosom 2
Das BOULE-Gen auf Chromosom 2 (in 2q33) gilt heute als „Ancestor“, also als
Vorfahren-Gen von DAZL1 und DAZ (Xu et al., 2001). Es kodiert ebenfalls für ein
RNA-bindendes Protein der RRM-Klasse und ist wie DAZL1 aus 11 Exons aufgebaut.
Die Expression ist testisspezifisch. Das Protein lässt sich ab dem Spermatozyten-
Stadium im Cytoplasma von Keimzellen nachweisen. Es lässt sich auch noch in
sekundären Spermatocyten und in frühen Spermatiden detektieren. Danach geht die
Expression zurück und in reifen Spermatiden ist das BOULE-Protein nicht mehr
nachweisbar. Dieses Expressionsmuster entspricht dem des homologen Gens boule in
Drosophila.
Abb. 1.3 zeigt einen Vergleich der RRM-Domänen von BOULE von Drosophila und
Mensch und von dem humanen DAZL1-und DAZ-Gen auf Proteinebene.
                          RNP-2
      Cel boule  1 ALIPAPPTYELIRNRIFVGGFPCSTTETELREHFFKFFAVKDVKMVKSLCG 51
      Dme boule  1 PLAAPKY GTLIPNRIFVGGISGDTTEADLTRVFSAYGTVKSTKIIVDRAG 50
      Hsa BOULE  1 PTSAPRY GTVIPNRIFVGGIDFKTNESDLRKFFSQYGSVKEVKIVNDRAG 50
      Hsa DAZL1  1 QGYILPE GKIMPNTVFVGGIDVRMDETEIRSFFARYGSVKEVKIITDRTG 50
      Hsa DAZ    1 QGWVLPE GKIVPNTVFVGGIDARMDETEIGSCFGRYGSVKEVKIITNRTG 50
                  .........* ..** .*****     *...   *  **.**  **.  *.*
                       RNP-1
      Cel boule     CSKGYGFITFETEDQAEEIRKLTPKQLEFRSRKLNLGPAIRKI 93
      Dme boule  51 VSKGYGFVTFETEQEAQRLQADGECVVLR DRKLNIAPAIKKQ 92
      Hsa BOULE  51 VSKGYGFVTFETQEDAQKILQEAEKINYK DKKLNIGPAIRKQ 92
      Hsa DAZL1  51 VSKGYGFVSFFNDVDVQKIVES---QINFHGKKLKLGPAIRKQ 90
      Hsa DAZ    51 VSKGYGFVSFFNDVDVQKIVES---QIHFHGKKLKLGPAIRKQ 90
                     ********.* .  . *..      .  . .** . ***.**
Abb. 1.3: Vergleich der RRM-Domänen des BOULE-Gens von C.elegans, Drosophila und Mensch und
des humanen DAZL1- und DAZ-Gens.
Cel: Caenorhabditis elegans, Dme: Drosophila melanogaster, Hsa: Homo sapiens.
*: identische Aminosäuren in allen verglichenen Proteinen .: ähnliche Aminosäuren bei allen Proteinen.
(nach : Xu et al., 2001).
Das humane BOULE-Protein ist dem boule-Protein von Drosophila ähnlicher als dem
humanen DAZL1-und den DAZ-Genen. Innerhalb der RRM-Domäne haben
HsaBOULE (Homo sapiens Boule) und DmeBoule (Drosophila melanogaster Boule)
21 Aminosäuren gemeinsam, die in DAZL1 bzw. DAZ anders sind. 10 Aminosäuren




entsprechenden Aminosäure im Drosophila-Protein. Die gesamte Ähnlichkeit zwischen
den Proteinen innerhalb der RRM-Domäne beträgt 80%, zwischen Boule von Mensch
und Drosophila, 61%, zwischen DAZL1 und Boule von Drosophila und 59% zwischen
humanem DAZ und DmeBoule.
1.1.2 Das Dazl1-Gen der Maus
Das murine Dazl1-Gen kartiert auf Chromosom 17 (Cooke et al., 1996; Reijo et al.,
1996). Es wird sowohl im Hoden als auch in den Ovarien exprimiert. Hinweise auf eine
mögliche Funktion von Dazl1 in der Maus-Gametogenese erhielt man durch „Knock-
out“-Mäuse, denen das Dazl1-Gen fehlt (Ruggiu et al., 1997). Dazl1 -/- -Männchen
(beide Kopien von Dazl1 fehlen) zeigen eine dreifache Reduktion des Hodenvolumens
verglichen mit dem Wildtyp. In Gewebeschnitten vom Hoden weisen sie weniger
Tubuli pro Querschnitt auf. Außerdem sind sie durch eine komplette Abwesenheit von
Keimzellen nach dem Spermatogonien-Stadium gekennzeichnet. Sie sind folglich steril.
Auch Dazl1 -/- -Weibchen sind steril. Sie haben winzige Ovarien ohne Follikel- und
Eizellen.
Die heterozygoten Dazl1-Mutanten (Dazl1 +/-) sind in beiden Geschlechtern fertil. Bei
den Männchen fällt hier aber ein stark erhöhter Anteil an abnormalen Spermien auf
(60% im Vergleich zu 17% bei Wildtyp-Männchen) (Ruggiu et al., 1997).
Da Dazl1 der Maus und des Menschen zu 92% homolog sind, ist davon auszugehen,
dass DAZL1 auch beim Menschen eine wichtige Rolle in der Gametogenese spielt.
Tsui et al. konnten zeigen, dass das murine DAZL1-Protein mit Polyribosomen
assoziiert ist (Tsui et al., 2000). Diese Assoziation wird durch eine Bindung von
DAZL1 an poly(A)RNA vermittelt. Man kann daher wohl davon ausgehen, dass in der
Maus das Dazl1-Protein in die Keimzell-spezifische Regulation der mRNA-Translation
während der Gametogenese involviert ist. Das murine Dazl1-Protein ist auch in der





1.1.3 DAZL1-Homologe in Xenopus und Zebrafisch
Im Krallenfrosch (Xenopus laevis) wird das dazl1(Xdazl)-Protein in allen Stadien der
männlichen und weiblichen Keimzellentwicklung, außer in reifen Spermatozoen,
exprimiert (Mita und Yamashita, 2000). Die Xenopus Dazl (Xdazl)-RNA befindet sich
im Keimplasma und am vegetativen Pol der Oocyten. Im frühen Embryo ist sie dann
nur noch im Keimplasma zu finden (Houston et al., 1998).
In frühen Embryostadien kann man Dazl1 im ganzen Embryo nachweisen. Nach der
Gastrulation wird zunächst kein Dazl1 mehr exprimiert, bis es dann wieder in den
primordialen Keimzellen in der Genitalfalte nachweisbar ist.
Wie in der Maus führt eine Unterbrechung des XDazl-Gens zu einem frühen
Keimzelldefekt (Houston und King, 2000).
Das Gen-Expressionsmuster von Dazl1 im Zebrafisch (Danio rerio) wurde von
Maegawa et al untersucht. zDazl wird sowohl in Hoden als auch in Ovarien exprimiert.
In Ovarien ist die mRNA im Cortex der Oocyten lokalisiert. Bei Beginn der
Embryogenese befindet sich die maternale zDazl-mRNA am vegetativen Pol. Im
Verlauf der Embryogenese wandert sie dann durch einen cytoplasmatischen Strom in
Richtung der Blastomeren (Maegawa et al., 1999).
In Tabelle 1.1 sind die Expressionsmuster der verschiedenen Mitglieder der DAZL1-











Drosophila + - - Meiose-Arrest Eberhart et al.,
1995
C. elegans - + - Meiose-Arrest Karashima et al.,
2000
Maus + - - unbekannt Xu et al., 2001
Mensch + - - unbekannt Xu et al., 2001
DAZL1
Zebrafisch + + + unbekannt Maegawa et al.,
1999
Axolotl + + + unbekannt Johnson et al.,
2001






Maus + + + Früher Keimzell-Defekt Ruggiu et al., 1997
Ratte + + + unbekannt Rocchietti et al.,
2000




Reijo et al., 2000
Xu et al., 2001
DAZ




Reijo et al., 2000
Xu et al., 2001
Tabelle 1.1: Expression und Phänotypen der „Knock-outs“ von Boule, DAZL1 und DAZ (nach Xu et al.,
2001)
1.1.4 Evolution der DAZL1-Genfamilie
Wie in Kapitel 1.1.1.2 erwähnt, wird das BOULE-Gen als Vorfahren-Gen von DAZL1
und der DAZ-Genfamilie angesehen (Xu et al., 2001).
Das BOULE-Gen existiert sowohl in Protostomia (Urmünder) als auch in
Deuterostomia (Neumündern), das paraloge DAZL1-Gen nur in Deuterostomia.
Vermutlich ist das DAZL1-Gen aus dem BOULE-Gen durch Duplikation entstanden,




Abb. 1.4: Zusammenfassung der wichtigsten Ereignisse im Verlauf der Evolution der DAZL1-
Genfamilie. (nach Haag, 2001)
Als ein putatives Vorgänger-Gen von Boule stellt man sich ein autosomales Gen mit
einer Funktion in der männlichen Keimzellentwicklung vor. In der Entwicklungslinie
der Deuterostomia ereignet sich dann eine Duplikation des Boule-Gens. Es entsteht das
DAZL1-Gen, das neue Aufgaben in der Keimzellentwicklung übernimmt und zwar
sowohl im männlichen als auch im weiblichen Geschlecht. In der Entwicklungslinie der
Protostomia findet diese Duplikation nicht statt. Bei C. elegans übernimmt hier das
boule-Gen neue Aufgaben in der weiblichen Meiose.
Ein weiteres Duplikationsereignis innerhalb der Primatenevolution ist für die
Entstehung der DAZ-Genfamilie auf dem Y-Chromosom der Altweltaffen
verantwortlich. Man kann davon ausgehen, dass auch hier die neu entstandenen Gene





Um eine stringente stadienspezifische Genexpression in den Keimzellen während der
Meiose und der frühesten Embryonalentwicklung zu gewährleisten, gibt es eine Reihe
hochspezialisierter Mechanismen für die Regulation der Transkription und Translation.
In den Promotoren der Keimbahn-Gene gibt es keimzellspezifische Faktoren, z.B. die
sogenannte E-Box, ein konserviertes Sequenzelement im Promotor des Maus-
Protamin 1 (Prm1)-Gens, die für die spermatidenspezifische Expression dieses Gens
essentiell ist (Zambrowicz et al., 1993). Die E-Box findet sich auch im Promotor eines
weiteren testisspezifisch exprimierten Gens, der ß4-Galactosyltransferase (Shaper et al.,
1994).
Aber auch allgemeine Transkriptionsfaktoren können in Keimzellen anders reguliert
werden. So akkumuliert das TATA binding Protein (TBP) in Keimzellen in viel
größeren Mengen als in allen somatischen Zelltypen (Schmidt und Schibler, 1995).
Auch TFIIB und die RNA-Polymerase II sind in Testis überexprimiert (Sassone-Corsi,
1997).
Die 5´-UTR spielt auch eine entscheidende Rolle beim Wechsel zwischen
verschiedenen Isoproteinen in männlichen Keimzellen: Während der Meiose wird die
Synthese von Cytochrom CS in den Keimzellen herunterreguliert und gleichzeitig die
Expression des testisspezifischen Cytochrom CT hochreguliert (Hake et al., 1990; Hake
und Hecht, 1993). Die somatische Cytochrom CS-mRNA wird nicht mehr transkribiert
und statt dessen wird von einem alternativen testisspezifischen Cytochrom Cs-Promoter
eine 1,7 kb Cytochrom CS-mRNA transkribiert, die jedoch nicht mit Polysomen
assoziiert. Ein möglicher Grund hierfür ist eine extensive Sekundärstruktur der 5´UTR
(Hecht, 1998).
Während der Spermiogenese wird die Transkription eingestellt (Kierszenbaum und
Tres, 1978). Auch in der Spätphase der Oogenese und während der embryonalen
Frühentwicklung findet kaum Transkription statt (Barkoff et al., 2000). In Oocyten
werden untranslatierte maternale mRNAs in messenger Ribonucleoprotein-Partikeln
gelagert. Dort sind sie an ein Protein-Set gebunden, was sie unzugänglich für die
Translationsmaschinerie macht (Wolffe und Meric, 1996). In Folge der meiotischen
Reifung oder nach der Fertilisierung wird dann die Translation der maternalen mRNAs
aktiviert. Folglich sind Veränderungen im Muster der Proteinsynthese in diesem




zurückzuführen. Viele der mRNAs, die den meiotischen und mitotischen Zellzyklus
kontrollieren, stehen unter translationaler Kontrolle (Standart, 1992). Die 3´UTR
enthält viele Elemente für die Regulation der mRNA-Expression in der
Frühentwicklung (Curtis et al., 1995; Gray und Wickens, 1998). Diese Elemente
fungieren als Bindungsstellen für trans-agierende Faktoren und können sowohl negative
als auch positive Regulatoren darstellen (Gray und Wickens, 1998). Repressor-Elemente
hat man in vielen mRNAs gefunden, z.B. das Nanos Response Element im hunchback-
und im bicoid-Gen von Drosophila melanogaster (Wharton und Struhl, 1991; Murata
und Wharton. 1995).
Ein positives Kontroll-Element in der 3´UTR ist z.B. das CPE (Cytoplasmic
Polyadenylation Element). CPEs führen zu einer Extension von mRNA Poly(A)-
Schwänzen. Zuerst gesehen hat man dieses Phänomen bei Eiern von Venusmuscheln
(Rosenthal et al., 1983; Rosenthal und Ruderman, 1987). Die Verlängerung des
Poly(A)-Schwanzes erfolgt durch Enzyme im Cytoplasma (Fox et al., 1989) und wird
cytoplasmatische Polyadenylierung genannt, um sie von der Polyadenylierung der pre-
mRNAs im Zellkern zu unterscheiden. Studien in Maus (Vassalli et al., 1989; Gebauer
et al., 1994), Xenopus (Paris und Richter, 1990; Sheets et al., 1994) und Drosophila
(Salles et al., 1994) haben gezeigt, dass die Aktivierung der Translation vieler
maternaler mRNAs durch die cytoplasmatische Polyadenylierung kontrolliert wird. Für
die cytoplasmatische Polyadenylierung in Vertebraten sind 2 cis-agierende
Sequenzelemente notwendig: das Hexanukleotid AAUAAA, das auch in das Schneiden
und in die nukleäre Polyadenylierung von pre-mRNAs involviert ist, und das CPE, ein
U-reicher Sequenzabschnitt, z.B. UUUUUAU (Seydoux, 1996).
Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Aktivierung durch Polyadenylierung. CPEB = CPE-binding
Protein, CPSF = Cleavage and Polyadenylation Specifity Factor, PAP = Poly(A)-Polymerase. Erläuterung
siehe Text. Aus: Seydoux, 1996.
Als trans-agierender Faktor dient in Xenopus z.B. das CPE-binding Protein (CPEB)
(Hake und Richter, 1994). Das CPEB besitzt zwei RRM (RNA Recognition Motif)-
Domänen und bindet an das CPE. Dadurch kann der „Cleavage and Polyadenylation




die 3´UTR binden, wodurch die Poly(A)-Polymerase (PAP) an das 3´-Ende des
Transkripts dirigiert wird (siehe Abb. 1.5).
1 .3  Genomische Transpositionsmechanismen in Primaten:
die THE Sequenzfamilie
Eine Quelle von Veränderungen im Genom sind die sogenannten Transposons oder
transponierbare Elemente. Es handelt sich hierbei um verschiedene Gruppen von DNA-
Sequenzen, die mit Hilfe unterschiedlicher molekularer Mechanismen in der Lage sind,
ihre Position im Genom zu verändern (reviewed in Mullany et al., 2002). Dabei gibt es
zwei grundsätzlich verschiedene Transpositionsmechanismen, die nicht-replikative und
die replikative Transposition. Bei der nicht-replikativen Transposition wird ein
transponierbares Element an einer Stelle aus dem Genom ausgeschnitten und an einer
anderen Stelle wieder ins Genom integriert. Bei der replikativen Transposition geht der
Transposition eine Verdopplung des Elements voraus, das heißt, das ursprüngliche
Element bleibt unverändert in seiner ursprünglichen Genomposition und ein
zusätzliches Element wird durch einen Replikationsprozeß, der das ursprüngliche
Element als Template gebraucht, an einer anderen Stelle ins Genom eingefügt. In
beiden Fällen kommt es vor, dass nicht nur das Transposon, sondern auch ein
angrenzendes Stück DNA mit transponiert werden kann.
THE1-Elemente zählen mit etwa 40.000 Kopien pro Human-Genom nach Alu- und L1-
Elementen zu den am weitesten verbreiteten repetitiven Elementen im Primatengenom
(Smit, 1993).
Abb. 1.6: Schematische Darstellung des Aufbaus von Retrotransposons und Mammalian apparent LTR-
Retrotransposons. Die Grenzen zwischen den sog. U3-, R- und U5-Regionen in den LTRs werden
definiert durch den Transkriptions-Startpunkt und die Polyadenylierungsstelle. gag = gruppenspezifisches
Antigen (innere Strukturproteine), pol = kodiert für die RNA-abhängige DNA-Polymerase, env kodiert




Sie gehören zur Familie der MaLRs: Mammalian apparent LTR-Retrotransposons (Abb.
1.6). Retrotransposons sind gekennzeichnet durch zwei direkt wiederholte Sequenzen
von mehreren 100 bp (LTRs – Long Terminal Repeats), die eine zentrale Region (int –
internal sequence) mit einem open reading frame (ORF) umschließen. MaLRs sind
Retrotransposons sehr ähnlich (siehe Abb. 1.6). Mit letzteren gemeinsam haben sie eine
funktionelle Polyadenylierungsstelle, 5´- und 3´-LTRs und einen ORF in der Mitte Das
putative Produkt des ORF von THE1 ähnelt den retroviralen Proteinen jedoch nicht.
Retrotransposons unterscheiden sich von den MaLRs auch durch den Besitz einer
Region, die für die reverse Transkriptase kodiert. MaLRs kommen ausschließlich in
Eutheria vor. Das Vorkommen von THE1-Elementen ist auf Affen beschränkt. In
Prosimiae liegen THE1-Repeats als „single oder oligo-Loci“-Kopien vor, in höheren
Primaten findet man sie in hohen Kopiezahlen (Smit, 1993).
1.4 DAZL1 und POF-Syndrom
Aufgrund der Daten über das Transkriptions- und Expressionsmuster von DAZL1 beim
Menschen und in den verschiedenen Tiermodellen, insbesondere der Dazl1-„Knock-
out“-Maus von Ruggiu et al., 1997, kann man davon ausgehen, dass ein kompletter
Ausfall des DAZL1-Gens im Menschen bei der Frau dazu führt, dass keine reifen
Eizellen mehr gebildet werden. Klinisch entspricht dies dem Phänotyp einer primären
Amenorrhoe. (Boss und Jäckle, 1994).
Wenn nur eines der beiden DAZL1-Gene ausfallen würde, lässt sich vermuten, dass
diese Frauen nur einen kleineren Oozyten-Vorrat haben. Der klinische Phänotyp, der in
einem solchen Fall auftritt, ist das sogenannte „POF-Syndrom“. POF steht für
Premature Ovarian Failure und ist definiert als das Ausbleiben der monatlichen
Regelblutung für mehr als 6 Monate in Assoziation mit erhöhten Gonadotropin-
Konzentrationen bei Frauen, die unter 40 Jahre alt sind (Coulam et al., 1986). Der
Grund für das Ausbleiben der Regelblutung ist eine Reduktion der Anzahl der
Keimzellen (Simpson und Rajkovic, 1999). Etwa 1% aller Frauen sind vom POF-
Syndrom betroffen. Nach dem heutigen Stand der Forschung kann man DAZL1 als ein
Kandidatengen für POF ansehen. Eine der häufigsten genetischen Ursachen für POF ist




Hinweise auf weitere genetische Ursachen für die Entstehung von POF erhielt man
durch Studien, in denen eine familiäre Häufung von POF-Fällen festgestellt wurde
(Mattison et al., 1984; Powell et al., 1994; Cramer et al., 1998).
Auf dem X-Chromosom gibt es zwei Regionen, deren Deletion mit der Entstehung von
POF verbunden sind: der POF1-Locus in Xq26-qter (Tharapel et al., 1993) und der
POF2-Locus in Xq13.3-Xq21.1 (Powell et al., 1994). Innerhalb dieser Regionen gibt es
eine Reihe bekannter Gene und Kandidatengene, deren Deletionen vermutlich zu POF
führen (Murray et al., 1999; Bione et al., 1998; Powell et al., 1994; Davison et al.,
2000). Die POF1-Region auf dem langen Arm des X-Chromosoms enthält drei
Kandidatengene für POF: Heparan-sulphat-6-Sulphotransferase (HS6ST), einen E2F-
verwandten Transkriptionsfaktor (E2F-DP1) und Glycipan 3 (GPC3) (Davison et al.,
2000). HS6ST katalysiert den Transfer von Sulfat von 3´-phosphoadenosin 5´-
phosphosulfat an der Position 6 des N-Sulphoglucosamin-Restes von Heparan-Sulfat. In
Drosophila Oozyten spielt ein der HS6ST sehr homologes Enzym eine wichtige Rolle
bei der Entstehung der Polarität im Embryo (Sen et al., 1998). Die E2F-Familie der
Säuger-Transkriptionsfaktoren spielt eine wichtige Rolle bei der Expression von Genen,
die für den Fortgang des Zellzyklus nötig sind. Sie interagieren mit anderen Proteinen
und binden als Heterodimere an die DNA. Der E2F-Komplex kann die Transkription
aktivieren und Apoptose initialisieren (Gomez Manzano et al., 1999). In Ovarien von
Drosophila reguliert E2F die Expression von ORC2 (Origin Recognition Complex)
Protein in Follikelzellen. Mutationen in E2F verursachen hier weibliche Sterilität
(Royzman et al., 1999). Glypican 3 (GPC3) wird im Embryo ubiquitär, in Erwachsenen
jedoch spezifisch in Colon und Ovarien exprimiert. In vitro kann es in MCF-7
Brustkrebs-Zellen Apoptose induzieren (Lin et al., 1999).
Auch auf Autosomen sind Kandidatengene für POF identifiziert worden: das Inhibin _-
Gen distal auf dem kurzen Arm von Chromosom 2 in 2q33-qter (Shelling et al., 2000)
und das FOXL2-Gen auf dem langen Arm von Chromosom 3 in 3q23 (Crisponi et al.,
2001).
Die Ursachen für POF sind aber vielfältig. Als Hauptursache sind Hormonstörungen zu
nennen. Aber auch Tumorgenese und verschiedene Umweltfaktoren wie z.B.






Eine funktionelle Expressionsstudie setzt die Isolierung der dazu nötigen strukturellen
Komponenten, also Gene voraus. Nachdem im Rahmen meiner Diplomarbeit die cDNA
von Callithrix jacchus und Macaca fascicularis charakterisiert wurde, sollte nun die
genomische Struktur des DAZL1-Locus in verschiedenen Mammalia näher
charakterisiert werden. Dies setzt die Verfügbarkeit genomischer DNA-Klone voraus.
Innerhalb der Primaten wurde der Gibbon (Hylobates klossi) als Vertreter der Altwelt-
und gleichzeitig Menschenaffen gewählt und Callithrix jacchus als Vertreter der
Neuweltaffen. Auch von der Maus als bekanntem Modellorganismus und vom Rind
wegen der herausragenden Bedeutung, die die Fertilitätsforschung mit Rindern in der
Landwirtschaft spielt, sollten genomische Dazl1-Klone isoliert werden.
Mit Hilfe der Klone sollen dann die funktionalen genomischen Strukturelemente des
genomischen DAZL1-Locus kartiert werden, um zwischen den Spezies konservierte
Elemente zu erkennen. Unterschiede in regulatorischen Elementen sollen Hinweise
liefern auf funktionelle Unterschiede im DAZL1-Gen bei Spezies, die DAZ-Genkopien
besitzen (Altweltraffen und Mensch) und solchen, denen Y-chromosomale DAZ-
Genkopien fehlen. Erste Hinweise auf diesbezügliche Unterschiede sind in der
unterschiedlichen Länge der 3´-UTR des DAZL1-Gens in Mensch und Makake auf der
einen und Callithrix jacchus auf der anderen Seite zu sehen (Diplomarbeit Grossmann,
1997).
Die funktionale Analyse des DAZL1-Locus leitet über zu der Etablierung einer
molekularen DAZL1-Diagnostik. Zur Bestätigung der Hypothese, dass ein Ausfall des
DAZL1-Gens zum klinischen Bild des Premature Ovarian Failure (POF)-Syndroms
führt, wurde das DAZL1-Gen bei Patientinnen, die an einem POF-Syndrom leiden, auf
Mutationen im DAZL1-Locus untersucht. Die Analyse sollte auf drei verschiedenen
Ebenen durchgeführt werden. Zunächst auf molekular-zytogenetischer Ebene mit Hilfe
der FISH-Technik, um Deletionen des gesamten DAZL1-Locus zu detektieren. In diese
Analyse sollte auch der POF1-Locus in Xq27 mit einbezogen werden. Anschließend
sollte die Analyse auf der Ebene der Transkription (auf RNA-Ebene) und auf der Ebene







Durch eine Zusammenarbeit mit Prof. Strowitzki von der Abteilung Gynäkologische
Endokrinologie und Reproduktionsmedizin der Universität Heidelberg wurde uns
Vollblut von ca. 50 Patientinnen mit dem Premature Ovarian Failure (POF)-Syndrom
zur Verfügung gestellt. Die betroffenen Frauen sind infertil und weisen keine
Autoimmunantikörper als Ursache des POF-Syndroms auf. Wir erhielten jeweils 10 ml
EDTA- und 10 ml Heparin-Blut. Aus dem Heparinblut wurden Metaphase-
chromosomen-Präparate zur cytogenetischen Untersuchung (G-Bänderung und FISH)
hergestellt. Aus dem EDTA-Blut wurde sowohl DNA als auch RNA isoliert und, wo
technisch möglich, auch eine Zelllinie mittels Transformation durch den Eppstein-Barr-
Virus angelegt.
Von Prof. Fryns vom Zentrum für Humangenetik im Universitätsklinikum Leuven,
Belgien, erhielten wir Chromosomensuspensionen von zwei Patienten mit einer
parazentrischen Inversion zwischen den Banden 3p13 und 3p25: REYMAR mit dem
Karyotyp 46, XXinv(3)(p13p25.3) und VANDIR mit dem Karyotyp 46,
XXinv(3)(p13p25.2)
2.1.2 Genomische DNA-Klone
Alle genomischen Klone wurden vom RZPD (Deutsches Ressourcenzentrum für
Genomforschung GmbH, Heubnerweg 6, 14059 Berlin – www.rzpd.de) bezogen
(Zehetner und Lehrach, 1994). Sie stammen aus folgenden Genbibliotheken.
2.1.2.1 Cosmid-Library von Callithrix jacchus
Die Cosmid-Library von Callithrix jacchus hat die RZPD-Nummer 160. Sie wurde im
Roswell Park Cancer Institute von M. Pack, Dr. H. Zischler, C. Roos und S. Singer
etabliert. Die DNA für die Genbibliothek stammt aus der Milz eines 10 Jahre alten
Callithrix jacchus-Männchens. Die genomische DNA wurde nach Verdau mit dem
Restriktionsenzym MboI in den mit BamHI und ScaI geschnittenen Vektor Lawrist 7




Wirtsbakterien erfolgte durch in vitro-Verpackung in Lambda-Phagen-Köpfe. Die
Inserts mit einer Größe von 30 bis 50 kb können durch einen Verdau mit den beiden
Enzymen NotI und SfiI aus dem Vektor ausgeschnitten werden. Die gesamte Library
besteht aus ca. 138.240 Klonen und deckt das Genom von Callithrix jacchus 1,5x ab.
2.1.2.2 Cosmid-Library vom Gibbon (Hylobates klossi)
Die Cosmid-Library vom Gibbon (Hylobates klossi) hat die RZPD-Nummer 140. Sie
wurde von C. Kilger, T. Ichida, R. Stanyon, A. Spieler, und M. Pack etabliert. Die DNA
für die Genbibliothek stammt aus einer lymphoblastoiden Zelllinie eines Weibchens
von Hylobates klossi. Die genomische DNA wurde nach Verdau mit dem
Restriktionsenzym MboI in den mit BamHI und ScaI geschnittenen Vektor Lawrist 7
(siehe Abschnitt 2.3.2.1) einkloniert. Die Transformation in die E. coli DH5_-
Wirtsbakterien erfolgte durch in vitro-Verpackung in Lambda-Phagen-Köpfe. Die
Inserts mit einer Größe von 35 bis 45 kb können durch einen Verdau mit den beiden
Enzymen NotI und SfiI aus dem Vektor ausgeschnitten werden. Die gesamte Library
besteht aus 221.184 Klonen.
2.1.2.3 BAC-Klone vom Rind (Bos taurus)
Die BAC-Library vom Rind (Bos taurus) hat die RZPD-Nummer 750. Sie wurde von
B. Zhu, J. Smith und R. Miller etabliert. Die DNA für die Genbibliothek stammt aus
den Lymphozyten eines zwei Jahre alten männlichen Jersey-Rindes. Die genomische
DNA wurde nach (partiellem) Verdau mit dem Restriktionsenzym EcoRI in den mit
dem gleiche Enzym geschnittenen Vektor pBACe3.6 einkloniert. Als Bakterien-
wirtszellen dient der E. coli-Stamm DH10B. Die Inserts mit einer Größe zwischen 60
und 200 kb können durch einen Verdau mit dem Restriktionsenzym NotI aus dem
Vektor ausgeschnitten werden. Die gesamte Library besteht aus 138.240 Klonen und
deckt das gesamte Genom von Bos taurus 5-fach ab.
2.1.2.4 BAC-Klone von der Maus (Mus musculus)
Die BAC-Library der Maus (Mus musculus) hat die RZPD-Nummer 731. Sie wurde von
P. de Jong, K. Osoegawa und M. Tateno etabliert. Die DNA für die Genbibliothek
stammt aus Niere und Gehirn von 6 bis 12 Wochen alten weiblichen Mäusen (Mus




mit dem Restriktionsenzym EcoRI in den mit dem gleiche Enzym geschnittenen Vektor
pBACe3.6 einkloniert. Als Bakterienwirtszellen dient der E. coli-Stamm DH10B. Die
Inserts mit einer Größe zwischen 40 und 300 kb können durch einen Verdau mit dem
Restriktionsenzym NotI aus dem Vektor ausgeschnitten werden. Die gesamte Library
besteht aus 184.320 Klonen.
2.1.2.5 PAC-Klone von der Maus (Mus musculus)
Die PAC-Library der Maus (Mus musculus) hat die RZPD-Nummer 711. Sie wurde von
P. de Jong und K. Osoegawa etabliert. Die DNA für die Genbibliothek stammt aus der
Milz von Mäusen (Mus musculus) des Stammes 129/SvevTACfBr. Die genomische
DNA wurde nach Verdau mit dem Restriktionsenzym MboI in den mit B a mHI
geschnittenen Vektor pPAC4 einkloniert. Als Bakterienwirtszellen dient der E. coli-
Stamm DH10B. Die Inserts haben eine durchschnittliche Größe von 146 kb. Die
gesamte Library besteht aus 258.048 Klonen.
2.1.2.6 Humane PAC-Klone
Library Nr. 704 (RZPD):
Die männliche humane genomische PAC-Bibliothek (RPCI 1, 3, 4, 5) wurde im
Roswell Park Cancer Institue von Pieter de Jong und P. Ioannou etabliert. Die
verwendete genomische DNA stammt aus peripheren Blutzellen (Leukozyten) eines
erwachsenen Mannes. Die genomische DNA wurde nach Verdau mit dem
Restriktionsenzym MboI in den mit BamHI geschnittenen Vektor pCYPAC2 (PAC)
einkloniert. Als Bakterienwirtszellen dient der E. coli-Stamm DH10B. Die Inserts mit
einer durchschnittlichen Länge von 140 kb können durch einen Verdau mit der
Restriktionsendonuklease NotI aus dem Vektor ausgeschnitten werden. Die gesamte
Library besteht aus 459.264 Klonen.
Library Nr. 709 (RZPD):
Die weibliche humane genomische PAC-Bibliothek (RPCI-6) wurde im Roswell Park
Cancer Institue von Pieter de Jong etabliert. Die verwendete genomische DNA stammt
aus peripheren Blutzellen (Leukozyten) einer erwachsenen Frau. Die genomische DNA
wurde nach Verdau mit dem Restriktionsenzym MboI in den mit BamHI geschnittenen
Vektor pCYPAC4 (PAC) einkloniert. Als Bakterienwirtszellen dient der E. coli-Stamm




Verdau mit der Restriktionsendonuklease NotI aus dem Vektor ausgeschnitten werden.
Die gesamte Library besteht aus ca. 92.160 Klonen und deckt das humane Genom etwa
4-fach ab.
2.1.2.7 Humane BAC-Klone
Die männliche humane genomische BAC-Bibliothek (RPCI-11) wurde von Kazutoyo
Osoegawa und Minako Tateno etabliert. Die verwendete genomische DNA stammt aus
peripheren Blutzellen (Leukozyten) eines erwachsenen Mannes. Die genomische DNA
wurde nach (partiellem) Verdau mit dem Restriktionsenzym EcoRI in den ebenfalls mit
EcoRI geschnittenen Vektor pBACe3.6 (BAC) einkloniert. Als Wirtsbakterium dient
der E. coli-Stamm DH10B. Die Inserts haben eine durchschnittliche Länge von 174 kb.
Die gesamte Library besteht aus 442.368 Klonen, die das humane Genom 25,3-fach
abdecken.
2.2 Bakterienstämme
DH5α: supE44 ∆lac U169 (Φ80lacZ∆M15) hsdR17 endA1 gyrA96 thi-1 relA1
XL1-Blue: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´proAB
lac/qZ∆M15 Tn10 (tetR)]
One Shot TM-Zellen : TOP10F´ (Invitrogen, TA Cloning): F´lacIq,Tn10(TetR)
mcrA∆(mrr-hsd RMS-mcrBC) Φ80lacZ∆m15 ∆lacX74 recA1 deoR
araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG






2.3.1.1 pBluescript SK (+) von Stratagene:











Die verwendeten BAC-Klone haben den Vektor pBACe3.6:
2.3.4 PAC-Vektoren
2.3.4.1 PAC-Vektor pCYPAC2












Ava II 5´-G↓G(A,T)CC-3´ MBI/Fermentas
Eco RI 5´-G↓AATTC-3´ MBI/Fermentas
Eco RV 5´-GAT↓ATC-3 MBI/Fermentas
Hind III 5´-A↓AGCTT-3´ Promega
Bam HI 5´-G↓GATCC-3´ MBI/Fermentas
Dra I 5´- TTT↓AAA-3´ Biolabs
2.4.2 Sonstige Enzyme
• DNA-Polymerase I (Kornberg-Polymerase) Roche, Kat. # 104485
• DNaseI Roche, Kat. # 776785
• Klenow-Enzym, Labelling grade Roche, Kat. # 1008404
• Pepsin Sigma, Kat. # P6887
• Reverse Transkriptase Roche, Kat. # 2016311
• RNaseA Roche, Kat. # 109169
• Taq-Polymerase Invitrogen,. Kat. #18038042





2.5.1 Längenmarker für die Agarosegelelektrophprese
• 100 bp-Leiter plus (MBI Fermentas, Kat.# SM0321):
1,7% Agarose-Gel
• 1 kb-Leiter. Die rot markierten Banden haben eine höhere DNA-Konzentration






• Lambda/Hind III-Marker (MBI Fermentas, Kat#SM0101):
1% Agarose-Gel
2.5.2 Nukleotide
• Desoxyribonukleotidtriphosphate (je 100mM):
dATP Roche, Kat. # 1051140
dCTP Roche, Kat. # 1051458
dGTP Roche, Kat. # 1051466
dTTP Roche, Kat. # 1051482
• Modifizierte Nukleotide :
Biotin-16-dUTP Roche, Kat.# 1093070
Digoxigenin-11-dUTP Roche, Kat. #1093088
DIG-DNA-Labeling-Mix Roche, Kat.# 1277065
α-32P-dCTP Amersham/Pharmacia
2.5.3 Oligonukleotide
Die Bindungsstellen der Primer, die in XM_042839, der cDNA von DAZL1, binden,
sind in Anhang I graphisch dargestellt. Bei allen anderen ist die genaue Position bei
ihrer jeweiligen Verwendung im Text erläutert.
355Ex2-3for 5´- GAT GTT AGG ATG GAT GAA ACT G - 3´
355Ex5-6rev 5´- CAC ATG ATA AGC ACA TAA ATT TTG – 3´
355P1 5´- GAA ACT AAG ATT TAT CTG CAA GG –3´
391.1rev 5´- TTG TGG GCC ATT TCC AGA GGG T - 3´
391p3for 5´- ATG CCA CCA CAG TGG CCT GTT G - 3´
393P5rev 5´- GCT AAC TTT TAA CTC TAG CAC – 3´




5RDAZL 5´- TTT TGC CTT CTG GTA A - 3´
CjaEx6for 5´- CTT ATC ATG TAC AGC CAC GTC – 3´
CjaEx6rev 5´- GTA TTG AGT TAC AGG ATT CAT TG - 3´
DAZ_LA_rev 5´- GAC TGG GTG CTG GCC TCT CT - 3´
DAZ_LA_rv2 5´- CTG GAG ATG GTT GAG TTT GGA GT - 3´
DAZLAMA3for 5´- GTC ACA TCA TCG AAC CTT C - 3´
DAZLMA3BforM13 5´- CGA CGT TGT AAA ACG ACG GCC AGT AGA GCT
ACT GGT CAT TTG G - 3´
DAZLMA3fornew 5´- AGA GCT ACT GGT CAT TTG G - 3´
DAZLMA3rev 5´- CTC TAT ACG TGG CTA GAG T - 3´
DAZLMA3revM13 5´- CAG GAA ACA GCT ATG ACC CTC TAT ACG TGG
CTA GAG T - 3´
DAZLMA56for 5´- GGT GTT CAT CCA AGT CTT G - 3´
DAZLMA56forM13 5´- CGA CGT TGT AAA ACG ACG GCC AGT GGT GTT
CAT CCA AGT CTT G - 3´
DAZLMA56rev 5´- CAC AGA AGG TAC GAT GAC T - 3´
DAZLMA56revM13 5´- CAG GAA ACA GCT ATG ACC CAC AGA AGG TAC
GAT GAC T - 3´
DAZLMA9forM13 5´- CGA CGT TGT AAA ACG ACG GCC AGT CAG AAG
GCT GCC TTA CTG - 3´
DAZLMA9revM13 5´- CAG GAA ACA GCT ATG ACC TCT GCT GAA GGA
TGA TTG C - 3´
DAZLPOLYMA 5´- AAA TTG TCA CAT CAT CGA CAC – 3´
DAZLPOLYMC 5´- AAA TTG TCA CAT CAT CGA ACC – 3´
DBXex3-4for 5´- GAA GCT ACT AGA GGT TTC TAC – 3´
DBXex6-7rev 5´- TCT CAA CAT CAC TGA AAC TTT C – 3´
Ex0 5´- CCC GCT CTT GGT TTT CCT TTT CTC T – 3´
Ex3rev 5´- GTG TTT GGA TTA GTC CAG ACA TTC TGA – 3´
MmuEx1for 5´- TGC CCC GTT GGC CGG CTA – 3´
MmuEx1rev 5´- TGG CGG CCA GAG TTC GGG – 3´
MmuEx7for 5´- AGG TCA TCA CTG GAT ATC AGC T –3´
MmuEx9rev 5´- CTG GAG CAG CAT CAT GAA CTG –3´
P391Ex2 5´- CAT CTC CAG AGA GGC CAG CAC C –3´
Promreg for 5´- CCG GCA CTT TGG GTG GCT GA –3´
Promreg rev 5´- AGG GAG GTG GCT CCT GCG C – 3´
sY149for 5´- TGT CAC ACT GCC CTA ATC CT – 3´
sY149rev 5´- TGG TCA TGA CAA AAG ACG AA – 3´




sY157rev 5´- CCT GCT GTC AGC AAG ATA CA – 3´
sY254for 5´- GGG TGT TAC CAG AAG GCA AA –3´
sY254rev 5´- GAA CCG TAT CTA CCA AAG CAG C –3´
2.5.4 Sonstige Nukleinsäuren
• Human Cot1-DNA Roche, Kat. # 1581074
• Lachs-Spermien-DNA Sigma, Kat. # D7290
2.6 Antibiotika
Ampicillin lösen in H2O bidest, sterilfiltrieren,
Sigma, Kat. # A6140 Stock-Konzentration: 50 mg/ml
Aliquots bei –20°C lagern
Arbeitskonzentration: 100 µg/ml
Kanamycin lösen in H2O bidest, sterilfiltrieren,
Sigma, Kat. # K1876 Stock-Konzentration: 30 mg/ml
Aliquots bei –20°C lagern
Arbeitskonzentration: 50 µg/ml
Chloramphenicol lösen in 99% Ethanol p.a.
Sigma, Kat. # C0378 Stock-Konzentration: 12,5 mg/ml
lagern bei –20°C
Arbeitskonzentration: 12,5 µg/ml
2.7 Antikörper, Farbstoffe und Antifading
• Anti-Digoxigenin-Antikörper Sigma, Kat. # D8156
• Biotinyliertes Anti-Avidin D (0,5 mg / ml) Vector, Kat. # BA0300
• CSPD Roche, Kat. #  1655884
• DABCO Sigma, Kat. # D2522
• DAPI Sigma, Kat. # D9542
• Fluorescein Avidin DCS Vector, Kat. # A2011
• Sheep Anti mouse-Cy3 Dianova, Kat. # 515165062
2.8 Software und Datenbanken zur „in silico“-Sequenzanalyse
Dnafrag Version 3.03 (Schaffer et al., 1981)
Software für die Bestimmung der Größe von DNA-Fragmenten
Programmed by John Nash
Copyright © National Council of Canada, 1991.
HUSAR (Heidelberg Unix Sequenz Analysis Resources)
The Biocomputing Service Group, DKFZ Heidelberg
http://genome-dkfz-heidelberg.de
http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/w2h/w2hdfz/index.html
Datenbanken des National Center for Biotechnology (NCBI), Washington






UK Human Genome Mapping Project Resource Centre Funded by the MRC
http://www.hgmp.mrc.ac.uk/Registered/Webapp/nix/
3´UTR-Datenbank, Pesole,
(Pesole et al, 2002)
http://bighost.area.ba.cnr.it/BIG/UTRHome/
PromoterInspector









• Negativ-Filme Ort 25 Agfa
• Positiv-Papier Rapitone 1-4 Agfa
• Entwickler Centrabrom Agfa
• Fixierer IF-2 Ilford
2.9.2 Autoradiographie
• Filme X-OMAT AR 50 Kodak
• Entwickler G153 Developer Agfa
• Fixierer G354 RapidFixer Agfa
2.10 Kits
• Millipore Ultrafree®-MC Centrifugal Filter Units, Kat.# UFC30LG25
• GIBCO 5´RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends;
Kat.# 18374-058
• QIAGEN QIAamp RNA Blood Mini Kit, Kat.# 52303





• Autoklav: Pressure Cooker Canner Presto
• Brutschränke: Inkubat Melag
ST 6120 Heraeus
• Elektrophoreseapparaturen Easy-cast B1A, B2 Owl Scientific
• Entwicklermaschinen:
für Autoradiogramme: Curix 60 Agfa
für Negativ-Abzüge: Rapidoprint DD37E Agfa
• Fluoreszenzmikroskop: Axioplan II Zeiss
• Fotoapparat: Spiegelreflexkamera OM-2 Olympus
• Gewebe-Homogenisator Ultra Turrax T8 mit S8N-5G IKA
• Heizblock: QBT 2 Grant
• Heizplatte / Magnetrührer: RCT IKA
• Hybridisierungsofen: U 30 Bachofer
• Inkubationsschüttler: G 25 Incubator Shaker New Brunswick
• Mikrowelle: HMG 610 Bosch
• Pipetten: Pipetman Gilson
• pH-Meter: Microprocessor pH 537 WTW
• Photometer: U-1100 Spectrophotometer Hitachi
• Schüttelwasserbad: SS 40-2 Grant
• Sequenzierer: ALFexpress DNA-Sequencer  Pharmacia
• Spannungsgeräte: Supply Unit 1200 / 200 DESAGA
• Sterilbank: Steril Gard Hood Baker
• Thermocycler: Robocycler 40 Stratagene
T-Gradient Biometra
PersonalT Biometra
• UV-Crosslinker: UV Stratalinker Stratagene
• Vakuum-Zentrifuge: SpeedVac Concentrator Savant
• Waagen: Handy Sartorius
P 1200 Mettler
• Wasserbad: Ultra-Thermostat Colora
• Zentrifugen: Biofuge 13 Heraeus
Superspeed RC2-B (SS34 Sorvall
Minifuge 2 Heraeus
CPR Beckmann
2.12 Nährmedien und Zusätze
2.12.1 Medien für die Bakterienkultivierung
LB-Medium für Flüssigkulturen 10 g NaCl
10 g Bacto Tryptone
5 g Hefe-Extrakt
pH 7,0
ad 1 l H2O dest, autoklavieren
LB-Agar für Agarplatten wie LB-Medium,
vor dem Autoklavieren 15 g/L Agar
zusetzen








20 ml 20% Glukose
ad 1 l H2O dest, autoklavieren




ad 1 l H2O dest, autoklavieren
2.13 Puffer und Lösungen
2.13.1 Lösungen für die Agarose-Gelelektrophosese
10 x TAE 40 mM Tris-Acetat pH 7,8
1 mM EDTA
Ladepuffer Orange G 20 ml Glycerin 87%
1 ml 1 M Tris pH 7,5
0,1 g Orange G
ad 100 ml H2O
2.13.2 Puffer und Lösungen für Southern-Blots
Church-Puffer 0,5 M Na2HPO4, pH 7,2 mit H3PO4
7% SDS
1 mM EDTA
Depurinierungslösung 0,25 M HCl
Denaturierungslösung 0,5 M NaOH
1,5 M NaCl
Neutralisierungslösung 1 M Tris-HCl, pH 7,4
1,5 M NaCl
10% SDS (Stammlösung) in H2O dest. Lösen






2.13.3 Puffer und Lösungen für RNA-Gele
1 x Formaldehyd-Gel-Puffer 20 mM MOPS
für RNA-Agarose-Gele 5 mM Natriumacetat
1 mM EDTA
pH 7
Formaldehyd-Gellaufpuffer 100 ml 10x Formaldehyd-Gel-Puffer
20 ml 37% (12,3M) Formaldehyd
880 ml H2O RNase-frei
5x RNA-Ladepuffer 16 µl gesättigte Bromphenolblau-Lösung
80 µl 500mM EDTA, pH 8,0
720 µl 37% Formaldehyd
2 ml 100% Glycerin
3,084 ml Formamid
4 ml 10 x Formaldehyd-Gel-Puffer
ad 10 ml H2O RNase-frei
2.13.4 Puffer und Lösungen für die radioaktive Hybridisierung
Prehybridisierungspuffer zum Screenen 50% Formamid
von auf Filter gespotteten Genbanken: 4 x SSC
50mM Natriumphosphat pH 6,8 bis 7,2
1 mM EDTA pH 8
10% Dextransulfat
1% SDS





DTT (Dithiothreitol) 20mM DTT lösen in
10mM Na-Acetat, pH 5,2
aliquotieren und bei –20°C lagern





2.13.5 Puffer und Lösungen für die nicht radioaktive Hybridisierung
mit Digoxigenin




DIG-Hybridisierungslösung: DIG Prähybridisierungspuffer mit
hitzedenaturierter DNA-Sonde
DIG-Puffer 1: 0,1 M Maleinsäure
0,15 M NaCl
pH 7,5
DIG-Puffer 2: 1% Blocking Reagent in DIG-Puffer 1
DIG-Puffer 3: 0,1 M Tris pH 9,5
0,1 M NaCl
50 mM MgCl2
DIG-Waschpuffer: DIG-Puffer 1 mit 0,3% Tween 20
2.13.6 Puffer und Lösungen für Sequenziergele
10 x TBE 121,14 g TRIS
51,3 g Borsäure
3,72 g EDTA
ad 1 l H2O dest
2.13.7 Puffer und Lösungen für Plasmidpräparationen




P2 (Plasmispräparation) 200mM NaOH
1% SDS
P3 (Plasmidpräparation) 3M Na-Acetat, pH 5,5
QBT (Plasmidpräparation) 750mM NaCl
50mM MOPS; pH 7,0
15% Isopropanol
0,15% Triton® x-100






QF (Plasmidpräparation) 1,25M NaCl
50mM Tris-HCl, pH 8,5
15% Isopropanol
EX (BAC/PAC-Präparation) 50mM Tris-HCl, pH 8,5
10mM MgCl2
Exonuklease-Lösungspuffer 20mM KCl
(BAC/PAC-Präparation) 20mM Na-Acetat, pH 7,5










Proteinase K-Lösung 10 mg/ml Proteinase K in SE-Puffer
TE-Puffer (10:1) 10mM Tris-HCl, pH8,0
1mM EDTA
2.13.9 Puffer und Lösungen für FISH
Antikörper-Verdünnungslösung 1% BSA in 4 x SSC/0,1% Tween
Blocking-Lösung 3% BSA in 4 x SSC/0,1% Tween
DAPI-Lösung 2,5 µl DAPI-Stocklösung (10mg/ml) in





10 x Nicktranslationspuffer 0,5M Tris-HCl, pH7,5
50mM MgCl2
0,5mg/ml BSA














20mM Tris-HCl, pH 7,5
2.13.10 Puffer und Lösungen für die TMHA
Puffer A 50 ml TEAA
ad 1l H2O bidest
Puffer B 50 ml TEAA
250 ml Acetonitril
ad 1l H2O bidest
8% Acetonitril 80 ml Acetonitril
ad 1l H2O bidest
75% Acetonitril 750 ml Acetonitril






3.1.1 Kultivierung von Bakterien auf Agarplatten
Bakterien können auf Agarplatten oder in Flüssigmedien kultiviert werden.
Plattenkulturen verwendet man, um Einzelkolonien zu erhalten und zur kurzzeitigen
Lagerung (luftdicht verschlossen bei 4°C für einige Wochen haltbar).
Die Bakterien werden mit einer Impföse oder einem Drygalski-Spatel auf dem festen
Medium ausgestrichen und für 12 bis 20 h bei 37°C inkubiert.
3.1.2 Kultivierung von Bakterien in Flüssigmedien
Um größere Bakterienmengen heranzuziehen, verwendet man Flüssigmedien. Zu 5 bis
500 ml des Mediums wird die entsprechende Menge des jeweils benötigten
Antibiotikums (siehe Kapitel 2.6) gegeben. Angeimpft wird das Medium entweder mit
einer Einzelkolonie oder mit einer geringen Menge (1:100 v/v) einer Übernacht-
Vorkultur. Die Inkubation erfolgt bei 37°C und ausreichender Belüftung im Schüttler
über Nacht.
3.1.2.1 Photometrische Bestimmung der Bakteriendichte
Um die Bakteriendichte zu bestimmen, misst man die optische Dichte bei einer
Wellenlänge von 600 nm in einer Küvette mit einer Breite von 1 cm.
1 OD600nm = 5,8 x 10
8 Bakterienzellen/ml.
3.1.3 Langzeitlagerung von Bakterien in Form von Glycerinstocks
Die Lagerung von Bakterien bis zu mehreren Jahren erfolgt bei –80°C in 15% Glycerin.
0,5 ml einer Übernachtkultur werden mit 0,5 ml 30% Glycerin vorsichtig gemischt.






3.2.1 DNA-Isolierung aus Blut
Bei der DNA-Isolierung aus eukaryotischen Zellen werden zunächst die Zell- und
danach die Kernmembran vorsichtig lysiert, um die DNA in Lösung zu bringen. Nach
dem Abtrennen der Membranbestandteile durch Zentrifugation werden mit der DNA
assoziierte Moleküle wie RNA oder Proteine entfernt. Isoliert man DNA aus Vollblut,
muss man zunächst die kernlosen Erythrozyten aus der Lösung entfernen, da sie bei der
DNA-Isolierung aus den Lymphozyten störend sind.
•  10 ml EDTA-Vollblut mit 30 ml eiskaltem Lysispuffer mischen und zur
Erythrozyten-Lyse 30 min auf Eis inkubieren.
•  Die Lymphozyten durch Zentrifugation bei 160 x g 10 min bei 4°C
sedimentieren und anschließend das Pellet so oft mit Lysispuffer waschen, bis es
weiß ist.
• Das Pellet in 10 ml SE-Puffer (Nukleus-Lysispuffer) resuspendieren. Nochmals
abzentrifugieren und Pellet in 5 ml SE-Puffer aufnehmen.
• Zugabe von 40 µl ProteinaseK (10mg/ml) und 250 µL SDS (20%).
• Inkubation bei 37°C über Nacht.
•  Zugabe von 10 ml SE-Puffer und 3,3 ml gesättigte NaC-Lösung. Kräftig
mischen und anschließend bei 1500 x g 15 min zentrifugieren.
• Aus dem Überstand die genomische DNA mit 1/10 Volumen 3M Natriumacetat
pH 7 und 1 Volumen Isopropanol ausfällen und den DNA-Faden mit einem
Glasstab in ein neues Gefäß überführen.
• DNA mit 500 µl 80% Ethanol waschen und anschließend lufttrocknen lassen.
•  DNA in 500 µl TE-Puffer (1:10) aufnehmen und über Nacht bei ständiger
Bewegung bei 4°C lösen. Für die photometrische Konzentrationsbestimmung
wird eine 1:100-Verdünnung eingesetzt.
3.2.2 Isolierung von RNA aus Hodengewebe
Die Isolierung von RNA aus Hodengewebe erfolgte mit dem RNeasy®Mini-Kit von
QIAGEN.
Das Gewebe wird zunächst in Anwesenheit eines denaturierenden Guanidin-
Isothiocyanat (GITC)-Puffers (RLT-Puffer mit 10µl/ml 0,1M _-Mercapto-Ethanol)
homogenisiert und lysiert. Durch das GITC werden RNasen sofort inaktiviert. Die
Aufreinigung der RNA erfolgt über eine Anionenaustauscher-Säule aus Silicagel.
•  30 mg gefrorenes Gewebe werden in 600 µl Puffer RLT homogenisiert. Die
Homogenisation erfolgt mit einem Micro-Gewebe-Homogenisator (Ultra Turrax




• Das Gewebelysat wird 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert und der Überstand in
eine neues Reaktionsgefäß überführt.
• Zugabe von 1 Volumen 70% Ethanol. Mischen durch auf- und ab-pipettieren.
• Auftragen des Gewebelysates auf eine Silikagel-Säule in einem Auffanggefäß.
• Zentrifugation für 15 s bei 13000 rpm. Der Durchfluss wird verworfen.
• Waschen der Säule mit 700 µl Puffer RW1. 15 s Zentrifugation bei 13000 rpm.
•  Transfer der Säule in ein neues Auffanggefäß. Auftragen von 500 µl Puffer
RPE. Zentrifugation für 15 s bei 13000 rpm.
• Zur Elution der RNA werden 30 bis 50 µl RNase-freies Wasser auf die Säule
pipettiert.
• Zentrifugation für 1 min bei 13000 rpm.
3.2.3 Isolierung von RNA aus Blut
Die Isolierung von RNA aus Blut erfolgte mit dem QiAamp RNA Blood Mini Kit von
QIAGEN. Die Aufreinigung erfolgt nach dem gleichen Prinzip wie bei der Isolierung
von RNA aus Geweben in Kapitel 3.2.2 beschrieben. Statt der Homogenisation des
Gewebes erfolgt eine Lyse der Erythrocyten.
3.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA
Das Prinzip der alkalischen Lyse stammt von Birnboim und Doly aus dem Jahr 1979.
Die das gewünschte Plasmid enthaltenden Bakterien werden über Nacht bei 37°C in
LB-Medium, dem das dem Vektor entsprechende Antibiotikum zugesetzt wurde, unter
Schütteln inkubiert. Die Zellen werden am nächsten Tag durch Zentrifugation geerntet.
Nach der Zentrifugation werden die Zellen in Tris-EDTA-Puffer, der RNase A in einer
Endkonzentration von 100 µg/ml enthält, resuspendiert.
Anschließend erfolgt die Lyse der Zellen mit 0,5M NaOH / 20% SDS. Natriumdodocyl-
Sulfat (SDS) löst die Phospholipid- und Protein-Bestandteile der Zellmembran, was zur
Lyse und damit zur Freisetzung des Zellinhaltes führt. Das Natriumhydroxid denaturiert
sowohl die chromosomale und die Plasmid-DNA als auch die Proteine. Während der
Lyse wird zelluläre RNA durch die RNase A verdaut.
Durch die Zugabe von saurem Kaliumacetat wird das Lysat neutralisiert (5M
Kaliumacetat pH 5,0). Die hohe Salzkonzentration führt dazu, dass Kalium-Dodecyl-
Sulfat (KDS) mit den denaturierten Proteinen, chromosomaler DNA und Zelltrümmer
als unlösliche Salz-Detergenz-Komplexe präzipitiert wird. Die kovalent geschlossene,




Die Abtrennung von mit der Plasmid-DNA assoziierten Molekülen (vor allem Proteine
und RNA) kann durch Phenol-Chlorophorm-Extraktion oder durch eine Anionen-
Austauscher-Säule erfolgen. Bei beiden Verfahren wird die Plasmid-DNA anschließend
durch Präzipitation sauber gewonnen.
3.2.4.1 Plasmid-DNA-Aufreinigung über Silikagel-Säulen
3.2.4.1.1 Mini-Präparation
Die Präparation von kleineren Mengen an Plasmid-DNA (bis 20 µg) wurde mit dem
Plasmid Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland) durchgeführt. Zunächst wird wie
oben beschrieben eine alkalische Lyse der Bakterienzellen durchgeführt. Die
Aufreinigung der DNA erfolgt mit einer Anionenaustauscher-Säule. Diese besteht aus
Silicagel-Kugeln mit einem Durchmesser von 100 µm. Die Poren sind groß und die
Oberfläche hydrophil. Über DEAE-Gruppen wird die DNA an die hydrophile
Oberfläche gebunden. Je nach Salz- und pH-Bedingungen des eingesetzten Puffers wird
die DNA an die Säule gebunden oder wieder in die flüssige Phase überführt. Unter
niedrigen Salzkonzentrationen und bei niedrigem pH-Wert wird die Plasmid-DNA an
die Säule gebunden. Verunreinigungen wie RNA, Proteine, Kohlenhydrate und kleine
Metabolite werden mit einem Salzpuffer etwas höherer Konzentration abgewaschen und
die DNA anschließend mit einem hochkonzentrierten Salzpuffer eluiert. Es folgt eine
Präzipitation der DNA.
•  Von den Bakterien, die das zu isolierende Plasmid enthalten, wird eine 5 ml
Über-Nacht-Kultur angesetzt.
• Ernte der Bakterien durch 15 min Zentrifugation bei 6000 rpm und 4°C.
• Das Bakterienpellet wird in 0,3 ml Puffer P1 resuspendiert.
• 0,3 ml Puffer P2 zugeben, vorsichtig mischen und bei Raumtemperatur 5 min
inkubieren.
• 0,3 ml auf 4°C gekühlten Puffer P3 zugeben, sofort wieder vorsichtig mischen
und 5 min auf Eis inkubieren.
• In einer Mikrozentrifuge mit 13000 rpm 10 min zentrifugieren und anschließend
den Überstand in ein neues Eppendorf-Tube überführen.
• Anionenaustauschersäule mit 1 ml Puffer QBT äquilibrieren
• Überstand auf die Säule geben, der Durchfluß erfolgt durch Gravitationskraft.
• Die Säule 4 mal mit 1 ml Puffer QC waschen.
• Anschließend die Plasmid-DNA mit 0,8 ml Puffer QF eluieren.
•  Die Präzipitation der Plasmid-DNA erfolgt durch Zugabe von 0,56 ml (0,7
Volumen) Isopropanol. Mischen und anschließend 30 min mit 13000 rpm
zentrifugieren und dann den Überstand vorsichtig abnehmen.
•  DNA-Pellet mit 1 ml 70%igem Ethanol waschen und 15 min bei 13000 rpm




•  DNA-Pellet für ca. 10 min an der Luft trocknen lassen und anschließend in
30 µl TE-Puffer aufnehmen.
3.2.4.1.2 Maxi-Präparation
Die Aufreinigung von Plasmid-DNA in größeren Mengen (bis 10 mg) wurde mit dem
Plasmid Maxi Kit (QIAGEN) durchgeführt. Das Prinzip entspricht genau dem Plasmid
Mini Kit (QIAGEN), jedoch ist die DNA-Bindekapazität durch die Verwendung
größerer Säulen höher.
• Von den Bakterien, die das zu isolierende Plasmid enthalten, wird eine 500 ml
Über-Nacht-Kultur mit Vorkultur angesetzt.
•  Ernten der Bakterienzellen durch Zentrifugation bei 6000 rpm für 15 min bei
4°C.
• Bakterienpellet in 10 ml Puffer P1 resuspendieren.
•  10 ml Puffer P2 zugeben, vorsichtig mischen und bei Raumtemperatur 5 min
inkubieren.
• 10 ml auf 4°C gekühlten Puffer P3 zugeben, sofort wieder vorsichtig mischen
und auf Eis 20 min inkubieren.
• In einem Sorvall-Rotor mit 13000 x g bei 4 °C 45 min zentrifugieren
• Den Überstand ohne Rückstände durch einen „Cellstrainer“ in ein Falcon-Tube
überführen.
• Anionenaustauschersäule mit 10 ml Puffer QBT äquilibrieren.
•  Überstand auf die Säule geben, der Durchfluss erfolgt anhand der
Gravitationskraft.
• Die Säule 2 mal mit 15 ml Puffer QC waschen.
• Anschließend die Plasmid-DNA mit 15 ml Puffer QF eluieren.
•  Die Präzipitation der Plasmid-DNA erfolgt durch Zugabe von 10,5 ml (0,7
Volumen) Isopropanol. Mischen und anschließend für 1 h bei 13000 rpm bei
4°C zentrifugieren und dann den Überstand vorsichtig abnehmen.
•  DNA-Pellet mit 5 ml 70%igem Ethanol waschen und 30 min bei 13000 rpm
zentrifugieren.
• Überstand vorsichtig abnehmen.
•  DNA-Pellet an der Luft trocknen lassen und anschließend in 50 µl TE-Puffer
aufnehmen.
3.2.4.1.3 Präparation von BAC- und PAC-DNA
Bei der Isolation von hochmolekularen Ringmolekülen wie BACs (Bacterial Artificial
Chromosomes) oder PACs (P1-derived Artificial Chromosomes), die eine Länge von
bis zu ca. 250 kb haben können, ist es schwieriger, die Konstrukte intakt zu erhalten und
gleichzeitig die Bakterien-DNA selbst nicht mit zu isolieren. Die BAC-Präparation
wurde mit Hilfe des QIAGEN® Large-Construct Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland)
durchgeführt. Auch bei diesem Protokoll wird zunächst eine alkalische Lyse




Verdau, der dazu dient, die lineare bakterielle chromosomale DNA zu entfernen. Die
Exonuklease verdaut alle nicht ringförmig geschlossenen DNA-Moleküle, also auch
„genickte“ (Einzelstrangbrüche aufweisende) BAC- bzw. PAC-Moleküle. Anschließend
wird die Konstrukt-DNA an eine Anionenaustauscher-Säule gebunden, verunreinigende
Moleküle abgewaschen und die DNA eluiert.
•  Ansetzen einer 500 ml-Übernachtkultur mit Vorkultur mit entsprechendem
Antibiotikum (Chloramphenicol für BACs, Kanamycin für PACs).
• Ernten der Bakterienzellen durch Zentrifugation (6000 rpm) für 15 min bei 4 °C
• Bakterienpellet in 20 ml Puffer P1 resuspendieren.
•  20 ml Puffer P2 zugeben, vorsichtig mischen und bei Raumtemperatur 5 min
inkubieren.
• 20 ml auf 4°C gekühlten Puffer P3 zugeben, sofort wieder vorsichtig mischen
und 10 min auf Eis inkubieren.
• In einem Sorvall Rotor bei 9000 rpm bei 4 °C 45 min zentrifugieren.
• Den Überstand ohne Rückstände durch einen „Cellstrainer“ in ein Falcon-Tube
überführen.
• Mit 0,6 Volumen (ca. 36 ml) Isopropanol die DNA präzipitieren, kurz mischen
und 1h bei 3500 x g bei 4 °C zentrifugieren
• Das DNA-Pellet mit 5 ml 70% Ethanol waschen.
• Nach Entfernen des Überstandes DNA-Pellet an der Luft trocknen und dann in
9,5 ml Puffer EX resuspendieren.
• 200 µl der ATP-abhängigen Exonuklease und 300 µl einer 100mM ATP Stock-
Lösung zugeben, kurz mischen und dann bei 37 °C für 1 h inkubieren.
• Anionenaustauschersäule mit 10 ml Puffer QBT äquilibrieren.
•  Nach dem Exonuklease-Verdau der BAC-bzw. PAC-DNA 10 ml Puffer QS
zufügen und den gesamten Ansatz auf die Säule geben.
• Die Säule 2 mal mit 30 ml Puffer QC waschen.
• DNA mit 15 ml auf 65 °C erwärmtem Puffer QF eluieren.
• Präzipitation der DNA über Nacht mit 10,5 ml (0,7 Volumen) Isopropanol bei
4°C.
•  Ansatz bei 4°C 1 h mit 11000 rpm zentrifugieren und dann den Überstand
vorsichtig abnehmen.
• DNA-Pellet mit 5 ml 70%igem Ethanol waschen.
•  Überstand vorsichtig abnehmen.





Alternatives Protokoll zur Isolierung von PAC-DNA
Da PACs in Bakterienzellen immer nur als ein einziges Molekül vorliegen, kann es in
Einzelfällen schwierig sein, genügend DNA zu isolieren. Mit Hilfe von IPTG ist es
möglich die PAC-Replikation in den Bakterienzellen anzuregen und so die Kopienzahl
auf 10 Kopien/Zelle zu steigern, was zu einer wesentlich höheren Ausbeute führt
(Pierce und Sternberg, 1992). Man sollte diese Methode aber nur dann verwenden,
wenn die herkömmliche Methode nicht genügend DNA liefert, da durch das
gleichzeitige vorliegen mehrerer Kopien in einer Zelle die Wahrscheinlichkeit von
Rekombinationen sehr hoch ist, zumal wenn es sich um repetitive Sequenzen handelt.
• 3 ml 2x YT-Medium mit 25 µg/ml Kanamycin werden mit einer Einzelkolonie
angeimpft und über Nacht bei 37°C unter Schütteln inkubiert.
•  500 ml 2x YT-Medium mit 25 µg/ml Kanamycin werden mit 0,5 ml der
Übernachtkultur angeimpft.
•  Inkubation unter Schütteln bei 37°C für etwa 3 h, bis eine Absorption bei
550 nm von 0,15 erreicht ist.
• Zugabe von 5 ml frisch zubereitetem, sterilfiltriertem IPTG.
• Erneut etwa 3 h Inkubation bei 37°C unter Schütteln bis zu einer Zelldichte von
A550 von 1,3 bis 1,5.
• Ernte der Zellen durch Zentrifugation für 15 min bei 6000 rpm.
• Pellet in 8 ml Puffer P1 resuspendieren.
•  Zugabe von 8 ml Puffer P2, sanft mischen. 5 min Inkubation bei
Raumtemperatur.
•  Zugabe von 8 ml auf 4°C gekühltem Puffer P3, vorsichtig mischen und für
15 min auf Eis inkubieren.
• 30 min bei 20 000 x g bei 4°C zentrifugieren.
•  Überstand abnehmen und erneut für 15 min bei 20 000 x g und 4°C
zentrifugieren.
•  Eine QIAGEN-Säule (100) mit 4 ml Puffer QBT äquilibrieren und mit dem
Überstand beladen.
• Säule zweimal mit 10 ml Puffer QC waschen.
• DNA mit 5 ml Puffer QF, vorgewärmt auf 65°C, eluieren.
• DNA ausfällen durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol. Bei 15 000 x g und 4°C
30 min zentrifugieren.
•  Pellet waschen mit 2 ml 70% Ethanol. Erneut 10 min bei 15 000 x g
zentrifugieren.
• Überstand verwerfen und Pellet 5 bis 10 min lufttrocknen lassen.






Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese kann man DNA-Moleküle entsprechend ihrem
Molekulargewicht auftrennen. Agarose ist ein aus Rotalgen isoliertes Polymer aus D-
Galaktose und 3,6-anhydro-L-Galaktose. Agarosegele werden hergestellt, indem man
die entsprechende Menge an Agarose durch mehrmaliges Aufkochen in dem
gewünschten Puffer (1xTAE oder 1xTBE) schmilzt, bis man eine klare, transparente
Lösung erhält. Ist diese auf etwa 60 °C abgekühlt, wird sie in eine Gelform mit Kamm
für die späteren Taschen gegossen und erstarrt beim Erkalten. Die DNA-Proben werden
mit Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Anschließend legt man über
dem mit Laufpuffer bedeckten Gel ein elektrisches Feld an, wodurch sich die DNA-
Fragmente aufgrund ihrer bei pH 8 negativen Ladung in Richtung Anode bewegen. Die
Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Fragmente im Gel hängt von mehreren
Parametern ab.




Lineare, doppelsträngige DNA-Moleküle bewegen sich mit einer Geschwindigkeit
durch die Agarose-Matrix, die umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer Größe
ist. Kürzere lineare DNA-Fragmente wandern also schneller durch das Gel als längere.
Ausnahmen sind superhelikale, zirkuläre Plasmid-DNA und genickte (relaxierte)
zirkuläre DNA. Die relative Mobilität dieser Formen hängt primär von der
Agarosekonzentration des Gels ab. Sie wird aber auch von der Stromstärke, der
Ionenkonzentration des Puffer und der Dichte der superhelikalen „Twists“ beeinflusst.
In der Regel wandert superhelikale zirkuläre DNA schneller durch das Gel als lineare
DNA des gleichen Molekulargewichts.
Ein DNA-Fragment gegebener Länge wandert unterschiedlich schnell durch Gele
verschiedener Agarosekonzentrationen. Dadurch ist es möglich, durch Vorgabe der
Agarosekonzentrationen, DNA-Moleküle unterschiedlicher Länge optimal
aufzutrennen. Tabelle 3.2. zeigt die Bereiche optimaler Auftrennung von DNA-




Tabelle 3.1: Auftrennungsbereich von DNA-Fragmenten in Gelen verschiedener Agarose-
konzentrationen
Für eine optimale Auftrennung von DNA-Fragmenten über 2 kb sollte der angelegte
Spannungsgradient nicht mehr als 5 V / cm betragen. Um die DNA-Fragmente nach
dem Lauf im Gel sichtbar zu machen, werden sie mit 0,001% Ethidiumbromid
angefärbt. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA, indem es sich zwischen
benachbarte Basenpaare legt.
Abb. 3.1: Strukturformel von Ethidiumbromid.
Unter UV-Licht (366 nm) emittiert Ethidiumbromid sichtbares Licht der Wellenlänge
590 nm, wodurch die DNA-Banden im Gel sichtbar werden. Zur Dokumentation wird
das Gel auf einem UV-Transilluminator fotografiert.
3.3.1 Fragmentlängenbestimmung
Um die Länge der aufgetrennten DNA-Fragmente bestimmen zu können, trägt man auf
das Gel neben den Proben auch einen Längenmarker (DNA-Fragmente bekannter
Länge) auf. Durch den Vergleich der Laufstrecke der Markerfragmente mit der von
Fragmenten unbekannter Größe kann deren Lauf bestimmt werden. Dazu erstellt man
























der unbekannten Fragmente abgelesen werden können. Ihm Rahmen dieser Arbeit
wurde hierfür das Computerprogramm dnafrag/3.03 nach dem Algorithmus von John
Nash (Schaffer und Sederoff, 1981) verwendet.
3.3.2 Formaldehyd-Agarosegele für die RNA-Analyse
Im Gegensatz zur doppelsträngigen DNA tritt bei der einzelsträngigen RNA die Bildung
von Sekundärstrukturen auf. Daher muss zur Auftrennung von RNA nach der
Molekülgröße ein denaturierendes Gel verwendet werden. Formaldehyd im Gel zerstört
die Sekundärstrukturen der RNA und erlaubt es, die Moleküle nach ihrer Größe zu
trennen.
Die Konzentration der Agarose im Gel bestimmt den Größenbereich der RNA-
Fragmente, die aufgetrennt werden. Für Standardanwendungen erreicht man die besten
Resultate mit Agarosekonzentrationen von 1,0 bis 1,2% (w/v).
RNA-Gele müssen bei einem geringeren pH-Wert gefahren werden als DNA-Gele, da
RNA einen geringeren pKs-Wert als DNA hat. Außerdem ist RNA bei hohem pH-Wert
anfällig für alkalischen Verdau. Daher werden RNA-Gele bei pH=7 gefahren. Wegen
seiner hohen Pufferkapazität bei pH=7 eignet sich MOPS (4-Morpholinpropansulfon-
Säure) besonders gut als Puffer für RNA-Gele. Um die RNA in einem denaturierten
Zustand zu halten, wird sowohl dem Gel als auch dem Laufpuffer Formaldehyd
zugesetzt.
Herstellung RNase-freier Lösungen:
Um das verwendete Wasser und andere Lösungen RNase-frei zu machen, sollten diese
mit DEPC (Diethylpyrocarbonat )behandelt werden. DEPC ist ein starker, jedoch kein
absoluter RNase-Inhibitor. Es inhibiert die RNasen durch kovalente Modifikationen.
Zur Inaktivierung von RNasen auf Glas und Plastik und zur Herstellung von RNase
freiem Wasser und anderen Lösung wird es in einer Konzentration von 0,1%
angewandt:
• Pro 100 ml zu behandelnder Lösung werden 0,1 ml DEPC zugegeben. Kräftig
schütteln.
• 4 Std. bei Raumtemperatur mit Magnetrührer inkubieren.





Vor dem Gießen des Gels werden die Elektrophoresekammern zur Inhibition von
RNasen für eine Stunde mit Wasserstoffperoxyd gefüllt und anschließend mit DEPC-
behandeltem Wasser ausgespült.
Gießen des Gels:
Eine der Größe der Gelkammer entsprechende Menge 10x Formaldehyd-Gelpuffer wird
mit RNase-freiem Wasser 1:10 verdünnt. Die entsprechenden Menge an Agarose wird
zugegeben und durch Kochen gelöst. Nach Abkühlen der Lösung auf 65 bis 70°C
werden pro 100 ml 1,8 ml 37%iges Formaldehyd und 1µl einer 10 mg/ml Ethidium-
bromid-Stocklösung zugesetzt. Anschließend wird das Gel unter dem Abzug gegossen.
Vorbereitung der Proben:
Vor dem Beladen des Gels werden die Proben mit der entsprechenden Menge an 5x
Ladepuffer gemischt und bei 65°C für 3 bis 5 min denaturiert. Anschließend auf Eis
abkühlen lassen. Das Gel sollte mindestens eine halbe Stunde vor dem Beladen im
Laufpuffer äquilibriert werden.
3.4 PCR (Polymerase-Kettenreaktion)
Die PCR (Polymerase Chain Reaction, deutsch: Polymerase-Kettenreaktion) ist eine
enzymatische Methode zur exponentiellen Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente
in vitro (Saiki et al. 1986).
In der PCR-Reaktion wird ein DNA-Fragment, das zwischen zwei bekannten
Primersequenzen liegt, in einem sich wiederholenden Zyklus von drei
Reaktionsschritten amplifiziert. Die doppelsträngige Matrizen-DNA („Template“) wird
im ersten Schritt durch kurzzeitiges Erhitzen auf 94 bis 95°C denaturiert. Im zweiten
Schritt lagern sich bei einer Temperatur von etwa 60°C, abhängig von der
Schmelztemperatur, die beiden Primer an ihre komplementären Sequenzabschnitte auf
der denaturierten DNA an („Annealing“). Im dritten Schritt verlängert eine hitzestabile
DNA-Polymerase, z.B. die Taq-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus, bei
72°C die Primer in 3´-Richtung („Elongation“).
Dieser Zyklus aus Denaturierung, Annealing und Elongation wird vielfach wiederholt.
Im ersten Zyklus entstehen Doppelstrangprodukte unbestimmter Länge, ab dem zweiten




voneinander bestimmt sind. Da jeder neu entstandene Strang im nächsten Zyklus selbst
als Matrize dient, wächst die Anzahl der DNA-Fragmente definierter Länge
exponentiell. Es ist jedoch auch zu berücksichtigen, dass die Amplifizierung der
Doppelstrangprodukte unbestimmter Länge aus dem ersten Zyklus weiterhin erfolgt.
Dies hat ein Hintergrundsignal zur Folge. Daher ist die Anzahl der Zyklen so zu
wählen, dass auf der einen Seite ausreichend PCR-Produkt definierter Länge vorhanden
ist, auf der anderen Seite der Hintergrund durch PCR-Produkte unbestimmter Länge
nicht zu stark dominiert. Für die meisten Anwendungen liegt nach 30-35 Zyklen
genügend Produkt zur weiteren Analyse vor. Ein zusätzlicher anfänglicher
Denaturierungsschritt garantiert die Denaturierung der gesamten Template-DNA vor
Beginn der Reaktion, eine abschließende weitere Elongation stellt sicher, dass alle
synthetisierten DNA-Stränge die gewünschte Länge erreichen. Ein „Hot Start“ der PCR,
d.h. ein direkter Übergang von Kühlung des Ansatzes auf die anfänglichen 94°C,
verhindert eine unspezifische Aktivität der Taq-DNA-Polymerase beim Erhitzen des
Ansatzes. Die PCR-Bedingungen und die Art der Durchführung müssen jeweils den
Erfordernissen angepasst werden.
3.4.1 Berechnung der „Annealing-Temperatur“
Aufgrund des Gehalts der vier verschiedenen Basen in einem gegebenen Primer kann
eine Ausgangs-Annealing-Temperatur anhand folgender Formel (aus Sambrook et. al.,
2001) berechnet werden:
Annealing-Temperatur [°C]  =   4 x (G + C) + 2 x (A+T)
3.4.2 Standard-PCR-Ansatz: und Programm
Zusammensetzung der PCR-Reaktionskomponenten in einem Volumen von 25 µl:
2,5   µl 10 x PCR-Puffer 
1,25 µl 50 mM MgCl2
0,2   µl 25 mM dNTPs
1,0   µl 10 µM Primer-Mix (forward und reverse-Primer)
0,2   µl 5 U/µl  Taq Polymerase
1,0   µl             100 ng DNA-Template




Durch die Variation der Magnesium-Konzentration kann die Effektivität der
Amplifikation erhöht werden (Henegariu et. al. 1997).
Standard-PCR-Programm
Das Standard PCR-Programm muss den jeweiligen spezifischen Bedingungen neu
angepasst werden.
3 min 94°C
35 Zyklen: 1 min Dentaurierung bei 94°C
1 min Annealing bei Primer-spezifischer Temperatur
1 min Elongation bei 72 °C pro kb zu Amplifikatlänge
 1 weitere Elongationszeit von 7 min bei 72°C
Bei einer geringen Kopienanzahl des zu amplifizierenden DNA-Stücks im Template
kann die Anzahl der Zyklen erhöht werden, wobei durch das bereits erwähnte Risiko
des Hintergrundsignals die Anzahl der Zyklen 45 nicht überschreiten sollte
3.5 Sequenzierung von DNA mit dem A.L.F. Express DNA
Sequenzierer
Das Prinzip der Sequenzierung beruht auf der Standard-Dideoxymethode von Sanger et
al. (1977). Markiert wird die DNA entweder über Cy5 (Indodicarbocyanin)-markierte
Primer oder mit Cy5-markierten Nukleotiden.
Bei Verwendung von Cy5-markierten Primern werden diese mit der Template-DNA
hybridisiert und dann in vier verschiedene Ansätze aufgeteilt. Jedem Ansatz wird neben
den vier Desoxynukleotiden ein bestimmtes zum Kettenabbruch führendes
Didesoxynukleotid (A, C, G oder T) in einem bestimmten Mischungsverhältnis
zugegeben. Die Sequenzprodukte werden über ein Sequenziergel aufgetrennt. Die
Detektion der DNA-Fragmente erfolgt durch einen Laserstrahl, der am Ende durch das
Gel läuft. Das Laserlicht regt die Cy5-Moleküle zur Fluoreszenz an. Diese wird von
einer Reihe von Photodioden hinter dem Gel registriert und die Signale an einen
nachgeschalteten Computer weitergeleitet und dort registriert. Die Fluoreszenzpeaks
werden in basenspezifischen Farben dargestellt. Das Computerprogramm ALFmanager




Plasmid-Sequenzierung mit dem Cy5-AutoRead Kit von (Amersham/Pharmacia)
Denaturierung:
8 µl Template-DNA (4-6 µg)
2 µl gelabelte Primer (2,5 pmol/µl)
1 µl 1M NaOH
mischen, 5 min bei 65°C inkubieren, kurz abzentrifugieren.
Annealing:
1 µl 1M HCl (zum Neutralisieren)
2 µl Annealing-Puffer
3 ml DMSO
mischen, 15 min bei 37°C inkubieren.
Extension-Kettenstopp:
1 µl Extension-Puffer
1 µl T7-DNA-Polymerase (6u) zugeben und mischen (Gesamtvolumen: 19 µl).
Jeweils 4,5 µl in 2,5 µl auf 40°C vorgewärmten Nukleotidmix (mit Didesoxyadenin,
Didesoyxcytosin, Didesoxyguanin oder Didesoxythymin) geben.
15 min bei 40°C inkubieren.
Zum Beenden der Reaktion Zugabe von jeweils 5 µl Stop-Lösung.
Vor dem Aufladen auf das Gel: 3 min Hitzedenaturierung bei 95°C.
Plasmid-Sequenzierung mit Cy5-dATP und AutoRead Kit (Amersham/Pharmacia)
Denaturierung:
8 µl Template-DNA (4-6 µg)
2 µl nicht-markierter Primer (25 pmol/µl)
1 µl 1M NaOH
mischen, 5 min bei 65°C inkubieren, kurz abzentrifugieren.
Labelling und Annealing:




mischen, 5 min bei 37°C inkubieren.
Extension und Kettenstopp:
1 ml Extensions-Puffer
3 µl DMSO zugeben und mischen.
Jeweils 4,5 µl in 2,5 µl auf 40°C vorgewärmten Nukleotidmix (mit Didesoxyadenin,
Didesoyxcytosin, Didesoxyguanin oder Didesoxythymin) geben.
15 min bei 40°C inkubieren.
Zum Beenden der Reaktion Zugabe von jeweils 5 µl Stop-Lösung.






6,6 ml long Ranger (50%)
9 ml 1 x
ad 60 ml H2O dewst
Zugabe von Amberlite (Ionenaustauscher), 10 min rühren, dann Vakuumfiltration durch
einen Filter mit einer Porengröße von 0,45 µm.
30 µl TEMED
300 µl APS (10%)
Laufbedingungen:







In einem Gel aufgetrennte DNA-Fragmente können durch das so genannte „Blotting“
nach Southern (1975) auf Trägermembranen aus Nylon überführt und dort dauerhaft
fixiert werden. Dabei wird hochmolekulare DNA im Gel zunächst durch saure
Hydrolyse mit HCl in kleinere Stücke gespalten (Depurinierung), da diese leichter
durch die Agarose auf die Trägermembran gelangen. Anschließend wird die DNA mit
NaOH denaturiert. Nach der Überführung der einzelsträngigen DNA auf die Membran
wird diese dort durch UV-Bestrahlung bei 254 nm oder durch Hitzeeinwirkung von
80°C fixiert.
3.6.1 Kapillar-DNA-Blot nach Southern
Nach Gelelektrophorese und fotographischer Dokumentation muss das Gel zunächst für




Abb. 3.2: Schematischer Aufbau eines Kapillar-Blots nach Southern.
Vorbehandlung Agarosegel:
• Depurinierung: Agarosegel für 15 min in 0,25 M HCl schwenken.
• Denaturierung: Agarosegel für 30 min in 0,5 M NaOH; 1,5M NaCl schwenken.
• Neutralisation: Agarosegel für ca. 40 min in 0,5 M Tris-HCl, pH 7,0 schwenken
•  Zum Transfer der DNA aus dem Gel auf die Membran auf eine
Trägerkonstruktion 3 in 10x SSC getränkte Whatman-Papierstücke legen, wobei
das unterste Whatman-Papier länger als die anderen ist und mit beiden Enden in
einen Pufferbehälter eintaucht („Docht-Prinzip“), der mit 20x SSC gefüllt ist.
• Darauf das Agarosegel legen.
Vorbehandlung Nylon-Membran:
•  Nylon-Membran genau in der Größe des Gels zurechtschneiden und dann für
10 min in heißem H2O bidest inkubieren.
• Anschließend die befeuchtete Membran kurz in 2xSSC schwenken.
Zusammenbau des Blots:
•  Die Nylon-Membran kann nun auf das Agarosegel gelegt werden; dabei ist
darauf zu achten, dass sich zwischen Gel und Membran keine Luftblasen
befinden.
•  Dann folgen drei Lagen Whatman-Papier und ein ca. 10 cm dicker Stapel
saugfähiges Papier.
• Das Ganze mit 500 g Gewicht beschweren. Die Kapillarkräfte des saugfähigen
Papiers ziehen den Puffer über den „Docht“ durch Gel und Membran. Dabei
wird die denaturierte DNA mitgezogen und bleibt an der Membran haften.
Behandlung der Nylon-Membran nach dem Blotvorgang:
• Nach ca.12 h die Konstruktion abbauen.
• Die Membran kurz in 2xSSC schwenken, um sie von Gelresten zu befreien .
•  Die DNA durch UV-Crosslinking mit 1,2 J/cm_ für 27 Sekunden auf der
Membran fixieren.
• Zur Verstärkung der Fixierung die Membran anschließend noch für 2 h bei 80°C
inkubieren. Dies ist besonders wichtig, wenn die Membran mehrmals zur




•  Durch Färben des Gels in einer 0,001%igen Ethidiumbromid-Lösung und
Analyse auf einer UV-Platte kann man den Transfer der DNA aus dem Gel auf
die Membran kontrollieren.
3.6.2 Bidirektionaler Blot (Sandwich-Blot)
Der Sandwich-Blot (nach Smith and Summers, 1980) kann verwendet werden wenn die
zu transferierenden DNA-Fragmente eine niedrige Komplexität aufweisen, wie es
beispielsweise für restriktionsverdaute Plasmide oder BACs und PACs zutrifft. Die
Vorbehandlung des Gels erfolgt wie beim Southern-Blot. Der Transfer erfolgt hierbei
jedoch ohne Transferpuffer und parallel auf zwei Membranen. Auf einem Stapel
saugfähiger Tücher werden 2 Lagen in 20xSSC getränktes Whatman-Papier (3MM)
gelegt, darauf eine angefeuchtete Nylonmembran und das Gel. Es folgt eine zweite
Membran und wiederum angefeuchtetes Whatman-Papier und saugfähige Tücher. Der
Blotaufbau wird mit einer Glasplatte und einem Gewicht von 500g beschwert. Der
Transfer, der hier nur mit Hilfe der im Gel und den feuchten Tüchern enthaltenden
Flüssigkeit geschieht, erfolgt über Nacht. Wendet man den Sandwich-Blot alle 30
Minuten, kann man den Blot schon nach 2 bis 3 Stunden verwenden. Die
Weiterbehandlung der Membranen erfolg wie in Kapitel 3.6.1 beim Southern-Blot
beschrieben.
3.6.3 Vakuum-Blot
Der Transfer der DNA aus dem Agarosegel auf die Membran erfolgt durch das Anlegen
eines Vakuums in einer Vakuum-Blot-Apparatur.
Aufbau des Vakuumblots:
• Die angefeuchtete Nylon-Membran auf die poröse Trägerplatte legen.
• Darauf folgt eine Abdichtmaske und das Agarosegel.
• Die Geltaschen mit Agarose (mit Bromphenolblau als Farbmarker) abdichten.
Anlegen des Vakuums – DNA-Transfer:
•  Nach dem Anlegen des Vakuums von 55 cm_ das Gel nacheinander mit
folgenden Lösungen überschichten:
• 2 x mit 0,25 M HCl für je 15 min (Depurinierung)






• Die Membran kurz in 2xSSC schwenken, um sie von Gelresten zu befreien.
•  Die DNA durch UV-Crosslinking mit 1,2 J/cm_ für 27 Sekunden auf der
Membran fixieren.
• Zur Verstärkung der Fixierung die Membran anschließend noch für 2 h bei 80°C
inkubieren.
•  Durch Färben des Gels in einer 0,001%igen Ethidiumbromid-Lösung und
Analyse auf einer UV-Platte kann man den Transfer der DNA aus dem Gel auf
die Membran kontrollieren.
3.7 Hybridisierungsverfahren
Die hier verwendeten Hybridisierungsverfahren dienen der Identifikation von
denaturierten und auf einer Membran immobilisierten Nukleinsäuremolekülen. Hierzu
wird die gewünschte DNA-Sequenz (Sonde) radioaktiv oder mit Digoxigenin markiert
und in einer Hybridisierungslösung mit der die potentiellen Zielsequenzen enthaltenen
Membran inkubiert. Die Sonde bindet an die komplementären Sequenzen der fixierten
Nukleinsäuren. Nach dem Abwaschen unspezifisch gebundener Sondenteile kann man
die gebundene Sonde durch Autoradiographie visualisieren.
3.7.1 Radioaktive Markierung einer Sonde mit _-32-P-dCTP
3.7.1.1 Random-Priming
Die große Untereinheit der DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment) katalysiert die
Synthese eines komplementären DNA-Stranges zu einem Matritzenstrang, indem sie
Hexanukleotide (mit zufälliger Sequenz) verlängert, die verteilt an die Matritze
hybridisieren. In Anwesenheit eines der Nukleosidtriphosphate (hier dCTP) in
radioaktiv markierter Form (_32P-markiertes dCTP)wird der neu synthetisierte Strang
radioaktiv markiert und kann als Sonde eingesetzt werden.
20 bis 100 ng Sonden-DNA werden mit einem 10fachen Überschuss an Hexamer-
Oligonukleotiden (200 bis 1000 ng) gemischt. Der Ansatz wird mit H2O auf 9 µl
aufgefüllt , für 5 min bei 95°C denaturiert und sofort auf Eis abgekühlt. Nach einer
kurzen Zentrifugation werden dem Ansatz 2 µl 20mM DTT (Dithiothreitol), 2 µl 10x
RP-Puffer, 1 µl 1mM ATG-Mix und 5 µl _-32-P-dCTP (50Ci) zugegeben. Die DNA-





3.7.1.2 Markierung durch PCR
Die radioaktive Markierung einer Sonde mittels PCR bietet sich bei relativ kleinen
Sonden (bis 500 bp) an. Es wird mit einem für die entsprechenden Primer optimierten
PCR-Programm eine PCR (siehe Kapitel 3.4) durchgeführt. Bei der Amplifikation
erfolgt der Einbau des radioaktiv markierten Nukleotids (meist _-32-P-dCTP) in die neu
synthetisierte DNA, was zu einer Markierung der Sonde führt.
PCR-Ansatz (25 µl)
2 µl 10x PCR-Puffer
1,25 µl MgCl2 (50mM)
0,2 µl ATG-Mix (je 33 mM)
0,66 µl dCTP (0,1mM)
5 µl _-32-P-dCTP (3000 Ci/mol)
0,2 µl forward Primer (25mM)
0,2 µl  reverse Primer (25mM)
200 ng DNA-Template
2 µl Taq-DNA-Polymerase (5U/µl)
ad 25 µl H2O
3.7.1.3 Aufreinigung radioaktiv markierter DNA-Sonden
Die Abtrennung der radioaktiv markierten Sonde von nicht eingebauten radioaktiven
Nukleotiden ist für eine spezifische und hintergrundfreie Hybridisierung essentiell. Sie
erfolgt mit einer Sephadex-G50-Säule. Dabei macht man sich die unterschiedliche
Größe der zu trennenden Moleküle (DNA und Nukleotide) zunutze. Während die
Nukleotide durch die Poren der Sephadex-G50-Matrix hindurchkommen und so
zurückgehalten werden, können Moleküle con über 20 bp ungehindert durch die Matrix
gelangen und werden vor den Nukleotiden eluiert.
Zunächst wird die Säule dreimal mit H2O äquilibriert. Um ein definiertes
Probenvolumen zu bekommen, wird die radioaktiv markierte Sonde mit H2O auf 100 µl
aufgefüllt. Dann wird die Sonde, gefolgt von 300 µl H2O, auf die Mitte der
Säulenmatrix aufgetragen. Die anschließende Elution in 400 µl-Fraktionen (H2O)
enthält die Sonde in der ersten und zweiten Fraktion, während die nicht eingebauten
Nukleotide in der dritten und vierten Fraktion folgen. Der Sonde werden zur
Absättigung unspezifischer, repetitiver Bindungsstellen bei der Hybridisierung 200 µl
sonifizierte Heringssperma-DNA (1 mg/ml) zugesetzt.





3.7.1.4 Denaturierung der Sonde
Nach der radioaktiven Markierung und Aufreinigung muss die DNA-Sonde für die
Hybridisierung in den einzelsträngigen Zustand überführt werden. Dies geschieht durch
Zugabe von NaOH in einer Endkonzentration von 0,3M und Inkubation bei
Raumtemperatur für 10 min. Anschließend wird die Lösung durch Zugabe von
Essigsäure in der gleichen Endkonzentration (0,3M) neutralisiert und sofort für die
Hybridisierung eingesetzt.
3.7.1.5 Hybridisierung von Nukleinsäure-Blots
Die Hybridisierung erfolgt in rotierenden Hybridisierungsrohren bei 65°C. Zunächst
erfolgt eine Prehybridisierung zur Absättigung unspezifischer (Phosphat-)
Bindungsstellen der Membran in 10 bis 20 ml Church-Puffer für mindestens 3 Std.
Dann wird die Prehybridisierungslösung durch 5 bis 15 ml frischen Church-Puffer von
65°C ersetzt, dem die denaturierte Sonde zugegeben wurde. Die Hybridisierung erfolgt
über Nacht bei 65°C.
Unspezifisch an den Filter gebundene Sondenteile werden durch zweimaliges Waschen
der Membran für 20 min in 2x SSC/5% SDS bei 37°C entfernt. Ist der gemessene
Hintergrund daraufhin noch zu hoch, wird dieser durch erneutes Waschen bei
stringenteren Bedingungen (bis zu 0,5x SSC/0,1% SDS/65°C/längeres Waschen)
entfernt.
Die Membran wird in feuchtem Zustand luftblasenfrei in Plastikfolie eingeschweißt.
Die Exposition mit einem Röntgenfilm erfolgt bei –80°C über Nacht, bei schwachen
Signalen bis zu zwei Wochen. Nach entwickeln des Filmes kann das Autoradiogramm
ausgewertet werden.
3.7.2 Nicht-radioaktive Hybridisierung mit dem Digoxigenin-System
3.7.2.1 Markierung der Sonde
Statt eines radioaktiv markierten Nukleotids wird hier ein mit Digoxigenin markiertes
Nukleotid in die DNA eingebaut: dTTP wird durch Digoxigenen-11-dUTP (siehe
Abb.3.3) ersetzt. Wie bei der radioaktiven Markierung von Sonden gibt es auch hier





3.7.2.1.1 DIG Labelling durch Random Priming
Genau wie bei der radioaktiven Markierung von Sonden werden durch das Klenow-
Fragment statistisch an die DNA-Matritze gebundene Hexanukleotide verlängert, wobei
als Markierung digoxigingekoppeltes dUTP anstelle von dTTP eingebaut wird.
• 10 ng bis 3 µg DNA-Template auf 15 µl mit H2O dest auf 15 µl auffüllen.
• 10 min bei 95°C denaturieren.
• 5 min auf Eis , kurz abzentrifugieren.
• Zugabe von 2 µl DIG DNA labelling mixture (Roche, Kat. # 1 277 065).
• Zugabe von 2 µl Hexanukleotid-Mix (Roche, Kat. # 1 277 081).
• Zugabe von 1 µl (2u) Klenow-Enzym (Roche, Kat. # 1 008 404.
• 1 h bis über Nacht inkubieren bei 37°C.
• Reaktion mit 0,5 µl 0,5M EDTA pH 8 abstoppen.
• DNA-Fällung mit 0,1 Volumen (2 µl) 4M LiCl und 3 Volumen (60 µl) eiskaltem
Ethanol bei –70°C für 30 min.
• 20 min bei 4°C und 13000 rpm zentrifugieren.
• Pellet mit 100 µl 70%igem EtOH waschen.
• Getrocknetes Pellet in 50 µl TE resuspendieren.
Die Sonde kann nun direkt verwendet oder bei –20°C gelagert werden. Vor dem





3.7.2.1.2 DIG-Labelling mit Hilfe von PCR
Die Vorteile des Labelns mit PCR gegenüber Random-Priming bestehen zum einen in
der geringen Menge an Template-DNA, die eingesetzt werden muss (10 bis 100 pg
Plasmid-DNA bzw. 1 bis 50 ng genomische DNA). Zum anderen ist es sehr einfach,
den Einbau von Digoxigenin in die Sonde zu überprüfen. Durch den Einbau von
Digoxigenin verändert sich das Molekulargewicht der Sonde und damit auch das
Laufverhalten in einem Agarosegel. Man kann also ganz einfach anhand des
Vergleiches der Laufstrecken des markierten und eines unmarkierten PCR-Produktes
feststellen, ob ein Einbau von Digoxigenin in die DNA stattgefunden hat.
Als Enzym für die PCR wird der Expand High Fidelity Enzym-Mix von Roche (Kat. #
1 732 641) verwendet, eine Mischung aus der thermostabilen Taq DNA Polymerase und
einer Polymerase mit „Proofreading“-Aktivität. Bevor man die Sonde labeln kann, muss
man für jedes PCR-Produkt die optimalen PCR-Bedingungen ermitteln. Für optimale
Hybridisierungsergebnisse ist es wichtig, dass man nur ein klar definiertes Produkt und
keine Nebenprodukte, die zu unspezifischen Nebenbindungen führen könnten, erhält. Je
nach Größe der Sonde muss die Konzentration von Dig-dUTP im Labellingansatz
variiert werden. Für PCR-Produkte bis zu 1 kb sollte das Verhältnis von DIG-dUTP :
dTTP 1:3 betragen. Dieses Verhältnis von gelabeltem zu ungelabeltem Nukleotid ist in
dem im Kit vorhandenen Labeling Mix vorgegeben. Möchte man DNA-Sonden
markieren, die größer als 1 kb sind, sollte man dieses Verhältnis auf 1:6 erhöhen, bei
PCR-Fragmenten mit einer Länge von über 3 kb sogar auf bis zu 1:10.
PCR-Ansatz:
DIG-gelabelte Probe Ungelabelte Kontrolle
H2O bidest variabel variabel
PCR-Puffer mit
MgCl2, 10x konz.




dNTP Stock-Lösung - 5 µl
forward- und reverse-
Primer (25 pmol/µl)
je 0,4 µl je 0,4 µl
Enzym-Mix 0,75 µl 0,75 µl
Template DNA variabel variabel




Das PCR-Programm muss nach dem Strandatdprotokoll (Kapitel 3.4) für jede Sonde
extra optimiert werden.
Jeweils 5 µl des PCR-Produkts werden auf einem Agarosegel analysiert. Die gelabelte
Probe sollte aufgrund des eingebauten Digoxigenins langsamer laufen als die nicht
markierte.
Die PCR-gelabelte Sonde kann für kurze Zeit bei 4°C oder für etwa 1 Jahr bei -20°C
gelagert werden.
3.7.2.2 DNA-Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten DNA-Sonden
Für die DNA-Hybridisierung gibt es verschiedene Möglichkeiten. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde mit 2 verschiedenen Hybridisierungsverfahren gearbeitet. Bei der
Hybridisierung in 5 x SSC, 1% Blocking Reagent, 0,1% N-Laurylsarcosin und
0,02%SDS wird bei 65°C über Nacht hybridisiert.
Bei der Hybridisierung mit DIG Easy Hyb von Roche (Kat. # 1 603 558) ist eine
Hybridisierung von 1 bis 6 Stunden bei 42°C für die meisten Anwendungen
ausreichend.
3.7.2.2.1 Hybridisierung in Hybridisierungslösung
•  Membran in Hybridisierungsröhre legen. Zugabe von 10 ml/cm2
Prähybridisierungslösung (=Hybridisierungslösung).
• Mindestens 1 h bei 65°C inkubieren.
•  Prähybridisierungslösung durch insgesamt 10 ml Hybridisierungslösung
ersetzen. Der Hybridisierungslösung wurde vorher die DNA-Sonde zugegeben,
nachdem diese 10 min bei 95°C denaturiert wurde.
• Membran 12 bis 16 Std bei 65°C hybridisieren.
3.7.2.2.2.Hybridisierung in DIG Easy Hyb
Berechnung der genauen Hybridisierungstemperatur (abhängig vom GC-Gehalt):
Tm = 49,82 + 0,41 (% G + C) – (600/l)
L = Länge der Hybride in bp)
Topt = Tm – 20 bis –25°C
•  Hybridisert wird für 1 h bis über Nacht bei der berechneten optimalen





• 2 x 15 min bei 65°C in 2 x SSC / 0,1%SDS
3.7.2.4 Detektion
Die an die DNA auf der Membran gebundene Sonden-DNA wird mit Hilfe eines
Antikörpers gegen Digoxigenin sichtbar gemacht. Dieser ist mit alkalischer Phosphatase
konjugiert (siehe Abb. 3.4).
Abb. 3.4: Detektion Digoxigenin-markierter Sonden (nach Gassen & Minol, 1996; verändert)
Deshalb kann das zugegebene Chemolumineszenzsubstrat CSPD unter Emission von
Licht der Wellenlänge 477 nm dephosphoryliert werden. Dies wird als Schwärzung auf




Abb. 3.5: Reaktionsschema von CPSD in Anwesenheit von alkalischer Phosphatase. Die enzymatische
Dephosphorilierung von CSPD führt zur Bildung eines meta-stabilen Dioxetan Phenolat-Anions, das
zerfällt und in gepufferter Lösung Licht bei 477 nm emittiert.
Die Mengenangaben beziehen sich auf eine Membrangröße von 100 cm2. Die Schritte
werden bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln durchgeführt.
• Membran kurz (1 bis 5 min) in Waschpuffer waschen
• 30 min in 100 ml Blocking-Lösung inkubieren.
• 30 min in 20 ml Antikörper-Lösung inkubieren.
• Membran 2 x 15 min in 100 ml Waschpuffer waschen.
• Membran 2 bis 5 min in 20 ml Detektionspuffer equilibrieren.
•  Memban abtropfen lassen und flach mit DNA-Seite nach oben auf eine
Plastikfolie legen.
• Ca. 5 ml CSPD auf den Filter auftropfen, bis alles bedeckt ist. 5 min einwirken
lassen.
• Filter gut abtropfen lassen und in eine neue Plastikfolie einschweißen.
•  Filter in Röntgen-Kassette  legen und diese zum Einstellen des
Gleichgewichtszustandes der AP-katalysierten Reaktion 15 min bei 37°C
inkubieren.
• In der Dunkelkammer Röntgenfilm auflegen. Die Expositionszeit beträgt etwa 2
bis 5 min. Anschließend den Röntgenfilm entwickeln.
3.7.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) auf Metaphase-
Chromosomen
Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) von DNA-Sonden auf Metaphase-
Chromosomen dient ihrer genomischen Lokalisierung. Durch die Kombination mit
verschiedenen Bänderungstechniken ist es möglich, die chromosomale Position der




3.7.3.1 Herstellung von Chromosomenpräparaten aus Blut
Durch Zugabe von Phytohämagglutinin in das Kulturmedium werden die
Blutlymphocyten künstlich zur Teilung angeregt. Bei Phytohämagglutinin handelt es
sich um ein aus der Bohne Phaseolus vulgaris isoliertes Protein aus der Gruppe der
Lektine. In vitro stimuliert es durch Bindung an die Oberflächenrezeptoren der
Lymphocyten ihre Nukleinsäuresynthese und bringt sie so dazu, den Zellteilungszyklus
wieder aufzunehmen. Nach drei Tagen Zellkultur ist erfahrungsgemäß die höchste
mitotische Aktivität erreicht. Durch Zugabe von Colcemid (N-Deacetyl-N-methyl-
colchicin), einem künstlichen Derivat von Colchicin, dem Gift der Herbstzeitlose
(Clochicum autumnale), wird die Mitose im Metaphasestadium arretiert. Colcemid
verhindert durch Anlagerung an die Tubulin-Untereinheiten deren Polymerisation und
damit den Aufbau des Spindelapparates. Die Kernmembran ist bereits aufgelöst, die
Chromosomen befinden sich aber noch im Verband. Eine anschließende
Hypotoniebehandlung führt zum Quellen der Zellen, die dann beim Auftropfen auf den
Objektträger platzen. Die gespreiteten Chromosomen werden auf dem Objektträger
durch Methanol/Eisessig (3:1) fixiert.
Kulturansatz in 250 ml-Gewebekulturflasche:
• 50 ml Medium komplett mit 20% FKS
• 2 ml Phythämagglutinin L (PHA L) 0,24 mg/ml5 ml heparinisiertes Vollblut
• Flasche liegend bei leicht geöffnetem Deckel für 71,5 h bei 37°C in einem CO2-
begasten Brutschrank inkubieren.
• Zugabe von 2,5 ml Colcemid. Weitere 50 min Inkubation bei 37°C.
• 50 ml der Kultur auf 2 Röhrchen verteilt bei 900 rpm 8 min zentrifugieren.
•  Überstand bis auf 5 ml absaugen, Zellen vorsichtig resuspendieren (durch
Klopfen an das Röhrchen).
• Hypotonische Behandlung: 0,55%ige KCl-Lösung auf 37°C erwärmen. Davon 5
ml tropfenweise zugeben und dabei immer wieder vortexen. Dann mit KCl-
Lösung auf 40 ml auffüllen.
• Bei 37°C 50 bis 60 min inkubieren.
• 1 ml Fixativ zugeben, leicht schwenken.
• Zentrifugation bei 900 rpm, 8 min.
• Überstand bis auf 5 ml absaugen, 5 ml Fixativ zugeben, Zellen resuspendieren
und auf 25 ml mit Fixativ auffüllen.
• 20 min bei Raumtemperatur inkubieren.
• Bei 900 rpm 8 min zentrifugieren.
• Der folgende Waschgang wird wiederholt, bis die Zellsuspension farblos ist (ca.
4 bis 5 mal): Überstand bis auf 5 ml ansaugen. Pellet resuspendieren, mit Fixativ
auf 25 ml auffüllen. Anschließend wieder 8 min bei 900 rpm zentrifugieren.





•  Objektträger über einem 65°C-Wasserbad vorwärmen und beschlagen lassen.
Zellen aus etwa 20 cm Höhe auf Objektträger auftropfen lassen.
• Präparate über Wasserbad lufttrocknen.
•  Lichtmikroskopische Überprüfung auf das Vorhandensein von
Metaphasechromosomen.
Bevor die Präparate zur Hybridisierung verwendet werden können, müssen sie für
mindestens 3 bis 4 Tage in 70%igem Ethanol gelagert oder 3 Stunden bei 60°C
inkubiert werden. Bei Lagerung in 70%igem Ethanol sind die Chromosomenpräparate
mehrere Monate haltbar.
3.7.3.2 Vorbehandlung der Chromosomenpräparate
Durch unspezifische Antikörperbindungsstellen, hervorgerufen durch Cytoplasma- und
RNA-Reste auf den Objektträgern, kann die Effizienz der Hybridisierung beeinträchtigt
werden. Die Chromosomenpräparate werden daher vor dem FISH-Experiment mit
RNase A und Pepsin behandelt.
• Luftgetrocknete Objektträger kurz in 2 x SSC äquilibrieren.
• RNase-Verdau:
150 µl einer 1:200-Verdünnung der RNaseA-Stocklösung (20 mg/ml) auf ein
Deckglas (24 x 60 mm) geben, mit dem Objektträger aufnehmen und für 1 h bei
37°C in einer feuchten Kammer inkubieren.
• Ohne Deckglas 3 x 5 min in 2 x SSC bei Raumtemperatur waschen.
• Pepsin-Verdau:
500 µl 1N HCl und 25 µl Pepsin-Stocklösung (10 mg/ml = 10%) zu 50 ml H2Odest
geben. Mischen und auf 37°C vorwärmen. Verdau fü 10 min bei 37°C in Küvette.
• 2 x 5 min in 1 x PBS bei Raumtemperatur waschen.
• 5 min in 1 x PBS / 50mM MgCl2 äquilibrieren.
• Nachfixierung:
10 min bei Raumtemperatur in 1% Formaldehyd in 1 x PBS/50mM MgCl2-Lösung
inkubieren.
• 5 min waschen in 1 x PBS bei Raumtemperatur.
•  Entwässern der Präparate in aufsteigender Alkoholreihe: 70%, 90%, 100%





3.7.3.3 Markierung der FISH-DNA-Sonden durch „Nick-Translation“
Die Methode der DNA-Markierung über „Nick-Translation“ macht sich die 5´-3´-
Exonukleaseaktivität der DNA-Polymerase I aus E.coli zunutze. Diese spaltet,
ausgehend von einem Einzelstrangbruch („Nick“) vom freien 5´-Ende her Nukleotide
ab, während sie am 3´-Ende in Anwesenheit von Mg2+ zugegebene Nukleotide einbaut.
Will man eine biotinmarkierte Sonde herstellen, wird dabei dTTP durch Biotin-16-
dUTP (Roche, Kat. # 1093070) ersetzt. Zur Herstellung einer Dig-markierten Sonde
ersetzt man dTTP durch Digoxigenin-11-dUTP (Roche, Kat.# 1093088).
Einzelstrangbrüche lassen sich mit Hilfe von DNase 1 optimal vermehren. Zusätzlich
dient sie dazu, die markierte DNA in Fragmente mit optimaler Länge für die
Hybridisierung zu zerlegen. Nach der Reaktion erfolgt die Zugabe von 10 µg
Lachsspermien-DNA als „Carrier“-(Träger)-DNA. Die DNA wird mit Alkohol
ausgefällt und nach dem Waschen und Trocknen wird das Pellet in
Hybridisierungspuffer aufgenommen.
Der folgende Ansatz ist für die Markierung von BAC-bzw. PAC-DNA optimiert:
x µl DNA (1 µg)
5 µl NT-Puffer
5 µl dNTP-Mix
5 µl β-Mercaptoethanol (0,1M)
1 µl Bio-16-dUTP oder Dig-11-dUTP
3 µl DNaseI (1:1000 verdünnt in H2O)
1 µl DNA-Polymerase I
• Mischen und für 90 min bei 15°C inkubieren.
• Reaktionsansatz auf Eis stellen.
•  Analyse eines Aliquots von 5 µl auf einem 2%igen Agarosegel. Haben die
Fragmente die gewünschte Größe von ca. 200 bis 500 bp erreicht, Zugabe von 1
Volumen Stop-Mix. Sind die Fragmente noch zu groß, wird der Ansatz nach
erneuter Zugabe von 1 bis 2 µl DNaseI weiter bei 15°C inkubiert, bis die
erwünschte Fragmentlänge erreicht ist.
• Die Aufreinigung der Sonde erfolgt über eine Sephadex-G-50-Säule.
Für eine Sonde wird jeweils das halbe Eluat ausgefällt.
Fällungsansatz:
_ Eluat
35 µl humane Cot-1-DNA
5 µl Lachsspermien-DNA (1 µg/µl)
6 µl 3M Natriumacetat
250 µl EtOH (100%, reinst)





Für das FISH-Experiment müssen sowohl die Sonden-DNA als auch die chromosomale
DNA der Präparate einzelsträngig vorliegen. Die Denaturierung der Präparate erfolgt in
70% Formamid. Dadurch kann die DNA-Schmelztemperatur deutlich herabgesetzt
werden und eine Zerstörung der Chromosomenstruktur durch zu starke Erhitzung wird
vermieden.
3.7.3.5 Denaturierung der Chromosomenpräparate
• Wasserbad auf 73°C vorheizen.
•  150 µl Formamid/SSC auf ein Deckglas geben und mit dem Objektträger
aufnehmen. Präparat flach auf den Boden einer Silberschale legen.
• Schale exakt 90 sec in das 73°C warme Wasserbad legen.
• Objektträger aus der Schale nehmen, Deckglas abschlagen und Objektträger in
eiskaltem 70%igem EtOH abschrecken.
• In einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 90%, 100% Ethanol, eiskalt) werden
die Präparate entwässert und die chromosomale DNA in denaturiertem Zustand
fixiert.
• Lufttrocknen.
3.7.3.6 Aufarbeitung der Proben
• Die DNA des Fällungsansatzes wird 30 min bei 13 000 rpm abzentrifugiert.
•  Waschen des Pellets mit 100 µl 70% EtOH. 15 min bei 13 000 rpm
abzentrifugieren.
• Pellet trocknen.
• Zugabe von 5 ml Formamid (deionisiert, 100%). Lösen der DNA bei 37°C für
mindesten 30 min.
• Zugabe von 5 µl Hybridisierungs-Mix. Inkubation bei 37°C für 30 min. DNA
gut lösen.
• Die Denaturierung der gelösten DNA erfolgt für 5 min bei 75°C im Wasserbad.
• Da BACs und PACs aufgrund ihrer Größe repetitive Sequenzen enthalten, muss
nach der Denaturierung ein Präannealing stattfinden. Bei diesem Prozess werden
repetitive Sequenzen in der Sonden-DNA durch die Anlagerung von ebenfalls
repetitiven Sequenzen der humanen Cot1-DNA abgesättigt. Die repetitiven
Sequenzen würden sonst zu unspezifischen Bindungen führen.





• Die denaturierte und präannealte Probe wird auf ein 18 x 18 mm Deckgläschen
pipettiert und mit dem Objektträger aufgenommen. Dieser Schritt erfolgt bei
37°C auf dem Deckel einer zuvor im Wasserbad erwärmten Silberschale.
• Abdichten des Deckgläschens mit Fixogum.
• Inkubation über Nacht bei 37°C.
3.7.3.7 Detektion der FISH-Signale und Gegenfärbung der Chromosomen
Die Detektion der FISH-Signale der Biotin-markierten Sonden erfolgt über eine
Biotin/Streptavidin Affinitäts-Reaktion. Unspezifische Bindungsstellen werden vor der
Nachweisreaktion mit Blocking-Reagenz abgesättigt. Das in die DNA-Sonde
eingebaute Biotin hat eine hohe Affinität zu Avidin, ein in Hühnereiweiß
vorkommendes Protein. Das Avidin ist mit dem gelben Fluoreszenzfarbstoff FITC
(Fluoresceinisothiocyanat) konjugiert, was eine Visualisierung der Hybridisierung im
Fluoreszenzmikroskop möglich macht.
Man kann die Intensität des Signals erhöhen, indem man einen sekundären, mit Biotin
konjugierten Antikörper (biotinyliertes Anti-Avidin) an das Avidin binden lässt. An das
gekoppelte Biotin kann nun wiederum Avidin-FITC binden. Durch die Wiederholung
dieses Vorgangs kann man das Hybridisierungssignal amplifizieren.
Die Detektion der Digoxigenin-markierten DNA-Sonden erfolgt nach dem gleichen
Prinzip. Ein in der Maus generierter gegen Digoxigenin gerichteter Antikörper (Maus
anti DIG) bindet an das Digoxigenin der Sonde. Gegen diesen Antikörper wiederum ist
ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 gekoppelter Antikörper aus dem Schaf gerichtet
(Sheep-anti-mouse-Cy3). Auch hier ist es möglich, das Signal durch mehrmalige
Wiederholung der Zugabe der verschiedenen Antikörper zu amplifizieren.
Um die Chromosomen im Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen, werden sie mit
einem Fluoreszenzfarbstoff (DAPI - 4,6-Diamidinophenylindol) angefärbt. DAPI bindet
bevorzugt an A-T-Basenpaare in der DNA und führt zu einer blauen G-Bänderung der
Chromosomen.
Anschließend werden die gefärbten Präparate noch mit einer Stabilisationslösung





• Deckglas vorsichtig entfernen.
• Objektträger 2 x 5 min bei 37°C in 2 x SSC waschen.
• Objektträger 3 x 5 min bei 55°C in 0,2 x SSC waschen.
• Objektträger kurz in 4 x SSC/0,1% Tween 20 äquilibrieren.
• 150 µl Blocking-Lösung auf Deckglas (24 x 60 mm) geben und mit Objektträger
aufnehmen. Mindestens 30 min Inkubation bei 37°C in einer feuchten Kammer.
• Objektträger kurz in 4 x SSC/0,1% Tween 20 waschen bei 45°C.
•  Avidin/FITC 1:200 in Antikörper-Verdünnungs-Lösung verdünnen. Das
Avidin/FITC wird vorher für 2 min bei 13 000 rpm zentrifugiert und nur der
Überstand für die Verdünnung eingesetzt.
200 µl der Verdünnung auf Deckglas geben und mit Objektträger aufnehmen.
Inkubation für mindestens 30 min bei 37°C in einer feuchten Kammer.
• 3 x 5 min waschen bei 45°C in 4 x SSC/0,1% Tween 20.
• Während des letzten Waschschrittes Anti-Avidin (goat anti avidin) und Maus-
anti-DIG für 2 min bei 13000 rpm zentrifugieren. Goat-anti Avidin 1:200 und
Maus-anti-Dig 1:500 zusammen in Antikörperverdünnungslösung verdünnen
(2,5 µl Anti-Avidin + 1 µl Maus-anti-DIG in 500 µl
Antikörperverdünnungslösung).
•  150 µl der Antikörper-Verdünnung auf ein Deckglas pipettieren und mit dem
Objektträger aufnehmen. Inkubation für mindestens 45 min bei 37°C in einer
feuchten Kammer.
• 3 x 5 min waschen bei 45°C in 4 x SSC/0,1% Tween 20.
•  Während des letzten Waschschrittes Avidin/FITC und Schaf-Anti-Maus-
Antikörper  für 2 min bei 13000 rpm zentrifugieren. Avidin/FITC 1:200 und
Schaf-Anti-Maus Cy3 1:500 zusammen in Antikörperverdünnungslösung
verdünnen.
•  150 µl der Antikörper-Verdünnung auf ein Deckglas pipettieren und mit dem
Objektträger aufnehmen. Inkubation für mindestens 30 min bei 37°C in einer
feuchten Kammer.
• 3 x 5 min waschen bei 45°C in 4 x SSC/0,1% Tween 20.
3.7.3.8. Gegenfärbung der Chromosomen mit DAPI
• 1 ml DAPI-Färbelösung auf Objektträger geben.
• 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren.
• Färbelösung abkippen und Objektträger 3 x schnell mit H2O spülen.
• Im Dunkeln lufttrocknen lassen.
• Präparat mit einigen Tröpfchen Antifading eindeckeln.
3.7.3.9 Fluoreszenzmikroskopie und Bildbearbeitung
Für die mikroskopische Auswertung der FISH-Experimente wurde ein Zeiss Axioplan
II Mikroskop mit einer HBO 100 Quecksilber-Lampe und hochspezifischen
Anregungsfiltern für PI, FITC und Cy3 verwendet. Als Kamera diente die CCD-Kamera




isis Software (MetaSystems) wurden die Einzelbilder aufgenommen und
übereinandergelagert. Die abschließende Bildbearbeitung erfolgte mit Hilfe der Paint
Shop-Software.
3.8 Mutationsscreening mit TMHA
Die TMHA (Temperatur Modulierte Heteroduplex Analyse) ist eine
chromatographische Mutationsanalysemethode, mit der es möglich ist, Veränderungen
in DNA-Sequenzen auf der Ebene von einzelnen Nukleotiden zu detektieren. Mit
genomischer DNA als Template wird ein PCR-Produkt mit der interessierenden
Sequenz erzeugt. Befindet sich auf einem der beiden Allele eine Mutation, erhält man
nach der Denaturierung und anschließender Renaturierung der Amplifikate sogenannte
Homo- und Heteroduplexe (Abb. 3.6).
Abb. 3.6: Bildung von Heteroduplexen durch Denaturierung und anschließende Hybridisierung
Die Trennung der so entstandenen Produkte erfolgt mit Hilfe der DHPLC (Denaturating
High Performance Liquid Chromatography). Hierbei wird sich die unterschiedliche










3.8.1 Prinzip des WAVETM-Systems
Die DHPLC wird mit dem WAVETM-System der Firma Transgenomic durchgeführt.
Eine schematische Darstellung des Prozesses findet sich in Abb. 3.7.
Abb. 3.7: Schematische Darstellung des WAVETM-Systems
Puffer A: 5% TEAA; Puffer B: 25% Acetonitrin, 5% TEAA.
Die DNA-Fragmente befinden sich zunächst in der mobilen flüssigen Phase und werden
über eine stationäre Phase (Säule DNASep®) geleitet. Das Säulenmaterial ist elektrisch
neutral und hydrophob. Es handelt sich um nicht-poröse Poly (Styren-divinylbenzen)co-
Polymere (PS DVB) mit einer Partikelgröße vom 2,1 +/- 0,21 µm mit einer sehr großen
spezifischen Oberfläche von 1–10 m2/g. Die negativ geladenen DNA-Moleküle selbst
können nicht an diese Säule binden. Als Brückenmolekül für die Adsorption der DNA-
Fragmente an die stationäre Phase dient deshalb TEAA (Triethylammonium-Acetat).
Das positiv geladene Ammonium-Ion von TEAA interagiert mit den negativ geladenen




Abb. 3.8: Interaktion zwischen TEAA- und DNA-Molekülen
Je länger das DNA-Molekül ist, desto mehr TEAA-Moleküle können sich an die negativ
geladenen Phosphat-Ionen anlagern. Die Alkylketten der TEAA-Moleküle interagieren
mit der hydrophoben Oberfläche der DNA-Sep®-Säule. Längere DNA-Fragmente
werden also fester an die Säule adsorbiert als kürzere.
Die hydrophobe Interaktion zwischen der stationären Phase und den Alkylketten der
TEAA-Moleküle wird durch eine Erhöhung der Acetonitril-Konzentration in der
mobilen Phase reduziert. Die Säule befindet sich in einem Ofen. Je höher die
Ofentemperatur ist, desto schneller gehen die DNA-Fragmente wieder in die mobile
Phase über. Die Ofentemperatur und die Konzentration an Acetonitril in der mobilen
Phase ist empirisch so zu wählen, dass man unter Ausnutzung der Unterschiede in der
Schmelztemperatur eine optimale Auflösung der Homo- und Heteroduplexe erhält.
Wieder in der mobilen Phase werden die DNA-Fragmente über einen UV-Detektor
geleitet, von dem die Daten digitalisiert an einen Computer weiteregegeben werden. Die
Auswertung der Daten erfolgt mit Hilfe der Software WAVEMakerTM Version 3.0.
3.8.2 Auswahl der Primer und PCR
Das PCR-Produkt mit der interessierenden Sequenz sollte eine Länge von ca. 150 bis zu
maximal 600 bp haben. Die Schmelztemperatur der Primer sollte 56°C betragen und der
Unterschied in der Schmelztemperatur zwischen dem „forward“- und „reverse“-Primer




Wenn die gesamte Sequenz des PCR-Produktes bekannt ist, wird ein sogenanntes
Schmelzprofil erstellt. Fragmente, die intern Schmelzwertunterschiede von über 15°
aufweisen, sollten vermieden werden. Schmelzkurven kann man z.B. mit dem
Programm Melt 94 unter http://web.mit.edu/osp/www/melt.html erstellen.
Um falsch geprimte Produkte zu reduzieren, wird eine Touchdown-PCR durchgeführt
(Don et al., 1991): Man beginnt mit einer erhöhten Annealingtemperatur, mit der man
für 14 Zyklen in jedem Zyklus um 0,5° heruntergeht, bis die normale
Annealingtemperatur erreicht ist. Die folgenden 20 Zyklen erfolgen bei der „normalen“
Annealingtemperatur von 56°C.
Die normale Taq-Polymerase hat keine „Proofreading“-Aktivität. Sie baut mit einer
Häufigkeit von 10-2 falsche Nukleotide in die DNA ein. Dies führt dazu, dass in einer
PCR 15% der doppelsträngigen DNA-Moleküle eine oder mehr Mutationen enthalten
können (Kulkin et al., 1997/98). Aus diesem Grund wird die PCR bei dieser
Mutationsanalyse mit dem Expand High Fidelity PCR System der Firma Roche (Kat. #
1 732 641) durchgeführt. Es handelt sich um eine Mischung aus Taq DNA Polymerase
und Tgo DNA Polymerase, einer thermostabilen Polymerase mit „Proofreading“-
Aktivität. Sie ist also in der Lage, ein falsch eingebautes Nukleotid mit Hilfe ihrer 3´-
5´-Exonukleaseaktivität wieder zu entfernen.
3.8.3 Protokoll für die PCR
Initialschritt „Touchdown“ Hauptamplifikation Finalschritt
Denaturierung 95°C, 45 sec 94°C 45 sec 94°C, 45 sec
Primeranlagerung
(Anealing)





Extension 72°C, 2 min 72°C, 2 min 72°C, 10 min
Zyklen 1 14 20 1
Um ein möglicherweise vorhandenes Gemisch aus Homo- und Heteroduplexen zu
erhalten, wird der Ansatz nach Beendigung der PCR-Reaktion für 3 min bei 95°C
denaturiert und anschließend für mindestens 45 min bei 25°C renaturiert. Ist die
Mutation homozygot, oder soll eine Sequenz aus dem Y-Chromosom analysiert werden,
muss man vor der Denaturierung Wildtyp-DNA im Verhältnis 1:1 zugeben. Bevor die
PCR-Produkte für die TMHA-Analyse eingesetzt werden, wird jeweils ein Aliquot von




3.9 SNP-Analyse nach dem ARMS-Prinzip
Ist die Unterscheidung eines Polymorphismus mit Hilfe unterschiedlicher Schnittstellen
für Restriktionsendonukleasen nicht möglich, kann man auf das ARMS-Prinzip
zurückgreifen. ARMS steht für Amplification Refractory Mutation System („sich der
Amplifizierung widersetzendes“ Mutations-System), und wurde von Newton et al 1989
entwickelt. Ein typisches ARMS-Experiment besteht aus zwei komplementären PCR-
Reaktionen. Die erste PCR-Reaktion enthält ein Primer-Paar, das spezifisch für eine der
beiden zu analysierenden Sequenzen ist. Das letzte Nukleotid des „forward“-Primers
markiert die Position des zu analysierenden SNPs. Die PCR-Bedingungen sind so
stringent zu wählen, dass man nur dann ein PCR-Produkt erhält, wenn diese Base mit
der in der zu analysierenden Sequenz übereinstimmt. In der zweiten PCR-Reaktion wird
als „forward-Primer“ die Sequenz gewählt, die als letztes Nukleotid die entsprechend
andere Base des Polymorphismus enthält. Bei homozygoten Trägern eines
Polymorphismus erhält man also nur in jeweils einer der beiden PCR-Reaktionen ein
Produkt; Individuen, die für den Polymorphismus heterozygot sind, zeigen ein PCR-
Produkt in beiden Reaktionen.
3.9.1 Chi-Quadrat-Test
Der Chi-Quadrat-Test wird zur Überprüfung von Häufigkeitsverteilungen eingesetzt,
also bei Variablen mit nominalem Skalenniveau. Mit dem Test wird die Hypothese
überprüft, ob zwei oder mehr Merkmale voneinander unabhängig sind. Zum Beispiel
kann man überprüfen, ob ein Polymorphismus in einer bestimmten Patientengruppe
häufiger vorkommt als in der Allgemeinbevölkerung.
Die beobachteten Häufigkeiten werden in eine Kreuztabelle eingetragen und dann die
Häufigkeit bestimmt, die zu erwarten wäre, wenn die verschiedenen Merkmale völlig
unabhängig voneinander wären (siehe Beispiel in Abb. 9).
Danach wird für jedes Feld die Differenz aus beobachteten und erwarteten Häufigkeiten
gebildet, quadriert und durch die erwartete Häufigkeit geteilt. Der Chi-Quadrat-Wert
wird dann durch die Summe der entsprechenden Werte für alle Zellen gebildet.
_2  =∑ (fb – fe)2




Für jeden Chi-Quadrat-Wert gibt es eine entsprechende Signifikanz p, die man aus
speziellen Tabellen ermitteln kann. Ein p-Wert von weniger als 0,05 wird als signifikant
bezeichnet, bei einem p-Wert von weniger als 0,01 spricht man von hoher Signifikanz.
Der Chi-Quadrat-Test ist nur aussagekräftig, wenn insgesamt mindesten 30 Fälle




Merkmal A 50 30 80
Merkmal B 50 70 120
Summe 100 100 200
Geht man von den Summen aus, erwartet man bei keiner Korrelation zwischen
Geschlecht und Merkmal folgende Häufigkeiten:
Erwartete Häufigkeiten:
Männer Frauen Summe
Merkmal A 40 40 80
Merkmal B 60 60 120
Summe 100 100 200
Der Chi-Quadrat-Wert für dieses Beispiel beträgt 8,333, was einer Signifikanz
p=0,004 entspricht. Da dieser Wert kleiner als 0,01 ist, spricht man in diesem
Fall von einer hohen Signifikanz. Das Merkmal B tritt also bei Frauen signifikant
häufiger auf als bei Männern, bzw. das Merkmal A tritt bei Frauen signifikant
seltener auf als bei Männern.
Abb. 3.9: Beispiel zur Berechnung des Chi-Quadrat-Wertes. Es soll überprüft werden, ob das alternative
Merkmal A bzw. B bei einem Geschlecht signifikant häufiger vorkommt als bei dem anderen Geschlecht.
3.10  Screenen von auf Filter gespotteten Genbanken
Eine Möglichkeit, einen individuellen Klon aus einer Genbibliothek zu identifizieren,
ist das Screenen von „High Density Colony“-Filtern mit einer radioaktiv markierten
Sonde. Bei einem Colony-Filter handelt es sich um eine 22 x 22 cm große positiv
geladene Nylonmembran, auf die die einzelnen Klone der Library „gespottet“ wurden
(unter spotten versteht man das automatisierte Aufbringen von biologischem Material




auf den Filter aufgebracht (siehe Abb. 3.10). Der Platz in der Mitte bleibt immer frei.
Als interne Kontrolle wird jeder Klon innerhalb eines 5 x 5-Blocks doppelt gespottet.
Abb. 3.10: Anordnung der Klone auf einem „high density colony“-Filter
Die Filter werden nach dem Spotten auf Agarplatten transferiert und über Nacht bei
37°C inkubiert. Es folgt eine Denaturierung in 0,5M NaOH / 1,5 M NaCl2, ein
Neutralisierungsschritt in 1M Tris pH=7,4 / 1,5M NaCL2 und ein Proteindigest mit
Pronase (50 mg/ml) in 50 mM Tris pH=7,4 / 1% Sarkosyl.
Auf jeden Filter sind 27648 Klone aufgebracht (72 x 384-well-
Platten, doppelt gespottet). Sie sind verteilt auf 48 x 48 Boxen
mit je 24 Klonen (bzw 12 doppelt gespotteten Klonen). Die
mittlere Position der 5 x 5-Boxen bleibt frei.




Die so vorbereiteten Filter werden vom RZPD verschickt. Sie werden mit einer
radioaktiv markierten Sonde hybridisiert (siehe Kapitel 3.7.1). Enthält der Filter Klone
mit einem Stück der Sonde entsprechender DNA, wird dies als Doppelspot auf dem
Autoradiogramm sichtbar. Zunächst muss man nun die X / Y-Koordinaten des 5 x 5-
Blocks bestimmen, der die positiven Signale enthält (der Block 1,1 befindet sich in der
oberen linken Ecke des Filters). Als nächstes bestimmt man das Muster des Doppelspots
innerhalb des 5 x 5-Blocks. Es muss mit einem der Muster in Abb. 3.10
übereinstimmen. Dann bestimmt man die Koordinaten der beiden positiven Signale
innerhalb des 5 x 5-Blocks (x1/y1bzw. x2, y2) (siehe Abb. 3.10). Die Endkoordinaten der
positiven Signale (Nummer der gespotteten Klone, ausgehend von x=1 und y=1 für den
Klon in der oberen linken Ecke) erhält man, indem die Nummer des Blocks (X,Y) mit 5
multipliziert und die Position innerhalb des positiven 5 x 5-Blocks addiert.
Formel zur Berechnung der Koordinaten von positiven Klonen:
x = 5 (X-1) +x´
y = 5 (Y-1) +y´
X, Y: Koordinaten des positiven  5 x 5-Blocks auf dem Filter
x´, y´: Koordinaten des Klons innerhalb des 5 x 5-Blocks
x, y: Gesamt-Koordinaten des positiven Klons auf dem Filter.
Für jeden positiven Klon, den man durch die radioaktive Hybridisierung detektiert,
erhält man also insgesamt 4 Koordinaten.
3.11 Screening von BAC- bzw. PAC-Bibliotheken des RZPD
mittels PCR
Bei diesen Gen-Bibliotheken handelt es sich um sogenannte XYZ-Bibliotheken, die in
zwei PCR-Screening-Schritten zur eindeutigen Identifizierung eines Klones mit dem
gewünschten Sequenzabschnitt führen. Die gesamte BAC / PAC-DNA-Bibliothek
enthält insgesamt 423.936 Klone, die in 23 Primärpools aufgeteilt sind. Jeder
Primärpool enthält also 18.432 BAC-Klone. Jeder Primärpool besteht aus 48
Sekundärpools, die aus jeweils 384 einzelnen BAC-Klonen zusammengesetzt sind.
Diese 384 Klone befinden sich in insgesamt vier 96-Well-Mikrotiterplatten (pro Platte




Abb. 3.11: Aufbau der Primär- und Sekundärpools zum Screenen von Klonbibliotheken
Im ersten Schritt des Screening werden die 23 Primärpools mittels PCR gescreent. Ein
positives Signal in einem bestimmten Primärpool definiert den zugehörigen
Sekundärpool, der dann wiederum mit der gleichen PCR getestet wird. Bei diesem
Sekundärpoolscreen erwartet man drei positive Signale: für die positive Platte, für die
positive Reihe und für die positive Spalte. Anhand dieser drei Koordinaten kann das
RZPD eindeutig den entsprechenden positiven Klon identifizieren.. Die entsprechenden
BAC-Klone werden dann vom RZPD zur Verfügung gestellt. Das Prinzip ist identisch
für die PAC-Klonbibliothek.
Für das PCR-Screening wird die lyophilisierte DNA in den Vertiefungen der
Mikrotiter-Platten in je 5µl H2O aufgenommen und 15 min bei Raumtemperatur auf
dem Schüttler inkubiert, um die DNA zu resuspendieren. Jeweils 2 µl dieser





4.1 Strukturelle Analyse des DAZL1-Locus
4.1.1 Isolierung von genomischen DAZL1-Klonen
4.1.1.1 Humane DAZ- und DAZL1-Klone
Zu Beginn der Arbeit war über den genomischen Aufbau des humanen DAZL1 Locus
wenig bekannt. Die einzigen Erkenntnisse stammten aus der Arbeit von Chai et al.
(1997), die nur eine EcoRI-Restriktionskarte des 18 kb umfassenden genomischen
DAZL1-Locus enthielt.
Um die Struktur des genomischen DAZL1-Locus genauer untersuchen zu können,
wurden deshalb zuerst genomische DAZL1-Klone isoliert. Nach Shan et al. (1997) war
vorgegeben, dass es möglich sein sollte, mit dem Primerpaar 391P3for und 391.1rev aus
DAZL1 Exon 8 – 9 in einem PCR-Experiment DAZL1 und DAZ-Klone zu
identifizieren und zwischen beiden zu unterscheiden. Mit diesem Primern amplifiziert
man aus weiblicher genomischer DNA nur ein Fragment von 900 bp. Bei männlicher
genomischer DNA erhält man neben dem 900 bp-Fragment zusätzlich ein Fragment mit
einer Länge von 3100 bp. Entsprechend wurde aus der genomischen DNA einer Y-
Zellinie (eine Zell-Linie, die nur das humane Y-Chromosom enthält) nur ein PCR-
Produkt von 3,1 kb, nicht aber von 900 bp amplifiziert (siehe Abb. 4.1). In einem
AZFc-Patienten, also einem Mann, dem die AZFc-Region in Yq11 fehlt, die die DAZ-
Genfamilie enthält, amplifiziert man nur die Bande von 900 bp, während man bei einem
AZFb-Patienten, bei dem ein anderer Bereich des Y-Chromosoms deletiert, die DAZ-
Genfamilie jedoch vorhanden ist, wiederum beide Banden amplifiziert werden. Das
lässt darauf schließen, dass im DAZL1-Gen mit diesen Primerpaar ein Fragment von





Abb. 4.1: 0,8% Agarose-Gel mit PCR-Produkten der Primer 391P3for und 391.1rev. AZFc: Patient, dem
die AZFc-Region fehlt, bei dem also die DAZ-Genfamilie deletiert ist. AZFb: Patient mit Deletion der
AZFb-Region, die DAZ-Genfamilie in AZFc ist vorhanden. Aus: Shan, 1997.
Da man auf diese Weise in nur einem Arbeitsschritt genomische Klone für beide Gene
isolieren kann, wurde mit diesem Ansatz die PAC-Library Nr. 704 (Primärpools des
RZPD) mit Hilfe von PCR gescreent. Diese Library wurde aus genomischer DNA eines
männlichen Spenders generiert.
Eine schematische Darstellung der Primerbindungsstellen und der Anordnung der
entsprechenden Exone in DAZ und DAZL1 ist in Abb. 4.2 dargestellt. Das 3´-Ende von
Exon 8 und Exon 9 von DAZL1 befindet sich in der DAZ-Genfamilie im Intron. Daher
ist das DAZL1-Exon 10 homolog zum DAZ-Exon 9 bzw. das DAZL1-Exon 11
homolog zum DAZ-Exon 10 (Saxena et al., 1996). An welcher Stelle der „reverse“-
Primer im DAZ-Gen bindet, ist nicht bekannt. Die genauen Primerbindungsstellen im
DAZL1-Gen sind im Anhang 1 dargestellt.





Zunächst wurden die Segmente I und II der PAC-Library Nr. 704 gescreent. Die beiden
Segmente bestehen aus 39 verschiedenen PCR-Pools, die zusammen laut RZPD das
humane Genom sechsfach abdecken. Es konnten zwei positive Klone isoliert werden,
C0291 und K10201, die jedoch schon als DAZ-Klone bekannt waren.
Als nächster Schritt wurden Primär-Pools der Segmente III-V der gleichen Library
gescreent. Insgesamt war damit das 16-fache des menschlichen Genoms abgedeckt.
Abb. 4.3: 0,8% Agarosegel mit PCR-Produkten aus den Sekundärpools 78 und 90 sowie genomischen
Kontrollen. Bei männlicher genomischer DNA sind zwei Banden von 900 bp und 3,1 kb zu sehen, bei
weiblicher genomischer DNA nur die Bande von 900 bp. Die Sekundärpools RPCIP704Q25pp90-6 und
RPCIP704Q25pp78-33 sind positiv für DAZL1 oder DAZ.
Es konnten Primärpools mit einem PCR-Fragment von 0,8 und / oder 3,1 kb identifiziert
werden. Von 12 der positiven Primärpools mit nur einer Bande bei 0,8 kb und mit
Banden von 0,9 und 3,1 kb wurden Sekundärpools angefordert und gescreent. Dabei ist
man davon ausgegangen, dass sich hierunter genügend DAZL1-Klone befinden. Die
Auswahl erfolgte nach dem Zufallsprinzip. In manchen dieser Pools gab es mehr als
einen positiven Klon (siehe Tab. 4.1). Insgesamt wurden aus diesen 12 Sekundärpools
19 in der PCR positive Klone isoliert: RPCIP 704 G19633, E19660, E20660, F18660,
F19660, F20660, G19660, I24665, M14724, F01731, K06760, K07760, G24765,




Es fiel auf, dass manche Klone sowohl eine 3,1 kb als auch eine 900 bp-Bande hatten
(z.B. G19633, in Abb. 4.3 RPCIP704 Q25 pp78-33), nie aber eine 3,1 kb-Bande alleine
auftrat. Nach den Vorgaben von Shan (1997) war dies innerhalb eines einzelnen Klons
nicht zu erwarten. Nur das 3,1 kb PCR-Fragment wurde im DAZ-Locus auf dem Y-
Chromosom kartiert (siehe Abb. 4.1). Eine Differenzierung zwischen DAZL1- und
DAZ-Klonen anhand der beiden PCR-Fragmente von 0,9 und 3,1 kb ist damit also
unmöglich geworden.








LLNLP704Q23pp25 0,9 + 3,1 kb pp25-11
pp25-26
pp25p201
0,9 + 3,1 kb RPCIP704K10201
RPCIP704Q25pp70 0,9 + 3,1 kb n.t. n.t. n.t.
RPCIP704Q25pp73 0,9 kb n.t. n.t. n.t.
RPCIP704Q25pp74 0,9 kb n.t. n.t. n.t.
RPCIP704Q25pp78 0,9 + 3,1 kb p633
pp78-7
pp78-35
0,9 + 3,1 kb RPCIP704G19633
RPCIP704Q25pp80 0,9 + 3,1 kb n.t. n.t. n.t.

















RPCIP704Q25pp87 0,9 kb n.t. n.t. n.t.
RPCIP704Q25pp88 0,9 kb n.t. n.t. n.t.
RPCIP704Q25pp89 0,9 +3,1 kb p724
pp89-13
pp89-30
0,9 + 3,1 kb RPCIP704M14724




RPCIP704Q25pp92 0,9 + 3,1 kb n.t. n.t. n.t.




0,9 + 3,1 kb RPCIP704K06760
RPCIP704K07760




RPCIP704Q25pp97 0,9 kb n.t. n.t. n.t.








RPCIP704Q25pp115 0,9 + 3,1 kb n.t. n.t. n.t.




RPCIP704Q25pp118 0,9 + 3,1 kb n.t. n.t. n.t.
RPCIP704Q25pp123 0,9 kb n.t. n.t. n.t.
RPCIP704Q25pp130 0,9 + 3,1 kb n.t. n.t. n.t.
RPCIP704Q25pp134 0,9 + 3,1 kb n.t. n.t. n.t.




RPCIP704Q25pp137 0,9 + 3,1 kb p1112
pp137-10
pp137-33
0,9 + 3,1 kb RPCIP704J171112






0,9 + 3,1 kb RPCIP704D071181
RPCIP704O131180
Tab. 4.1: Ergebnis des PCR-Screens der humanen PAC-Library 704. In roter Schrift sind die Ergebnisse
des Screens der Segmente I und II dargestellt (siehe Text), die Ergebnisse des Screens der Segmente
III–V sind in schwarz dargestellt. n.t. steht für „not tested“.
Da Keine STS-Marker aus der Reion von Chromosom 3, in der sich das DAZL1-Gen
befindet, zur Verfügung standen, wurden zur Bestimmung, ob es sich bei den Klonen
um DAZL1- oder um DAZ-Klone handelt, PCRs mit Y-spezifischen STS-Markern aus
dem DAZ-Locus bzw. aus der AZFc-Region vom Y-Chromosom durchgeführt. Drei






Tab. 4.2: STS-Marker zum Screenen der für DAZ oder DAZL1 positiven Klone.
SY254 und sY149 befinden sich direkt im DAZ-Locus. Der „forward“-Primer von
sY254 bindet in Exon 2 von DAZ, der „reverse“-Primer in Exon 3. sY149 liegt in Intron
3 des DAZ-Gens (Vollrath et al., 1992). sY157 kartiert in AZFc auf dem Y-




Abb. 4.4 2%iges Agarosegel mit PCR-Produkten aus dem sY149-Screen. Als Positiv-Kontrolle diente
männliche genomische DNA; als Negativ-Kontrollen weibliche genomische DNA und H2O. Bei allen
abgebildeten getesteten Klonen ist eine Bande von 132 bp zu sehen und somit ist der Marker sY149 in
allen untersuchten Klonen vorhanden.
Abb. 4.5: 2%iges Agarosegel mit den PCR-Produkten des sY157-Screens. Als Positiv-Kontrolle diente
männliche genomische DNA; als Negativ-Kontrollen weibliche genomische DNA und H2O. Bei keinem
der abgebildeten getesteten Klonen ist eine Bande von 285 bp zu sehen und somit ist der Marker sY157 in
keinem der untersuchten Klonen vorhanden.
Abb. 4.6: 2%iges Agarosegel mit den PCR-Produkten des sY254-Screens. Als Positiv-Kontrolle diente
männliche genomische DNA; als Negativ-Kontrollen weibliche genomische DNA und H2O. Bei allen
abgebildeten getesteten Klonen ist eine Bande von 401 bp zu sehen und somit ist der Marker sY254 in




Die Ergebnisse des gesamten „Screens“ aller für DAZ oder DAZL1 positiven Klonen
mit den 3 STS-Markern sY149, sY157 und sY254 sind in Tabelle 4.3 zusammengefasst.
Tab. 4.3: Ergebnisse der STS-PCRs mit den für DAZL1 oder DAZ positiven PACs aus dem PCR-Screen.
Die beiden Marker sY149 und sY254 sind in allen getesteten Klonen vorhanden, nicht aber in weiblicher
genomischer DNA. Der Marker sY157 ist in keinem der getesteten Klone enthalten, nur in männlicher
genomischer DNA.
Wie der Tabelle 4.3 zu entnehmen ist, sind alle isolierten PACs positiv für die beiden
Marker sY254 und sY149. Der Marker sY157 liegt außerhalb des DAZ-Locus. Hier
erhält man nur bei männlicher genomischer DNA ein PCR-Produkt. Bei keinem der
STS-Marker erhielt man ein PCR-Produkt mit weiblicher genomischer DNA als
„Template“. Es handelt sich also bei allen isolierten PAC-Klonen um Y-chromosomale
DAZ-Klone, auch bei denjenigen, bei denen im PCR-Screen nur eine 900 bp-Bande zu
sehen war. Ea konnte kein genomischer DAZL1-Klon isoliert werden.
Nach der Veröffentlichung der genomischen DNA-Sequenzen im Rahmen des Human-
Genomprojekts (Tilford et al., 2001) konnte eine Datenbankanalyse mit den Primern
391P3for und 391.1rev durchgeführt werden, die die potentioellen Bindungsstellen für
das Primerpaar 391P3/391.1rev im DAZ-Locus aufdeckte.
Klon sY149 sY157 sY254
G19633 + - +
E19660 + - +
E20660 + - +
F18660 + - +
F19660 + - +
F20660 + - +
G19660 + - +
I24665 + - +
M14724 + - +
F01731 + - +
K06760 + - +
K07760 + - +
K24760 + - +
A24799 + - +
I13952 + - +
D061100 + - +
J171112 + - +
D071181 + - +
O131180 + - +
männl. gen. DNA + + +




Potentielle Bindungsstellen für 391P3for in DAZ1 (BAC 140H23 – AC053490):
2  TGCCACCACAGTGGCCTGTTG 22
         ___ ___ _____________
       1865    TGCTACCGCAGTGGCCTGTTG 1845
2  TGCCACCACAGTGGCCTGTTG  22
        _______ _____________
 41624  TGCCACCGCAGTGGCCTGTTG  41604
2  TGCCACCACAGTGGCCTGTTG  22
         _______ _____________
 52471   TGCCACCGCAGTGGCCTGTTG  52451
Potentielle Bindungsstellen für 391.1rev in DAZ1 (140H23):
1 TTGTGGGCCATTTCCAGAGGGT  22
    ______________________
           696  TTGTGGGCCATTTCCAGAGGGT  990
Ein theoretisch mögliches PCR-Produkt von 896 bp könnte zwischen den rot markierten
Primer-Bindungsstellen entstehen. Sie liegen im Intron zwischen Exon 7H und Exon 9,
im Pseudoexon 8 von DAZ (Saxena et al., 1996).
Potentielle Bindungsstellen für 391P3for in DAZ2 (BAC 70G12 – AC006983):
2 TGCCACCACAGTGGCCTGTTG 22
        ___ ___ _____________
      27412   TGCTACCGCAGTGGCCTGTTG 27432
Potentielle Bindungsstellen für 391.1rev in DAZ2 (BAC 70G12 ):
2 TTGTGGGCCATTTCCAGAGGGT  22
    ______________________
       28308    TTGTGGGCCATTTCCAGAGGGT 28287
Ein potentielles PCR-Fragment hätte eine Länge von 896 bp. Die Primer-
Bindungsstellen liegen im Intron zwischen Exon 7H und 9.
Potentielle Bindungsstellen für 391P3for in DAZ3 (BAC 290O3 – AC010089):
2  TGCCACCACAGTGGCCTGTTG 22
         ___ ___ _____________




Potentielle Bindungsstellen für 391.1rev in DAZ3 (BAC 290O3):
      1     TTGTGGGCCATTTCCAGAGGGT  22
   ______________________
      33876    TTGTGGGCCATTTCCAGAGGGT  33897
Ein potentielles PCR-Fragment hätte eine Länge von 875 bp. Beide Primer binden im
Intron zwischen Exon 7H und Exon 9.
Potentielle Bindungsstellen für 391P3for in DAZ4 (BAC 539D10):
2  TGCCACCACAGTGGCCTGTTG  22
         _______ _____________
  3244   TGCCACCGCAGTGGCCTGTTG  3264
2  TGCCACCACAGTGGCCTGTTG  22
         _______ _____________
 14092   TGCCACCGCAGTGGCCTGTTG  14112
2  TGCCACCACAGTGGCCTGTTG 22
         ___ ___ _____________
    68156      TGCTACCGCAGTGGCCTGTTG 68176
Potentielle Bindungsstellen für 391.1rev in DAZ4 (BAC 539D10):
      1     TTGTGGGCCATTTCCAGAGGGT  22
   ______________________
      69052    TTGTGGGCCATTTCCAGAGGGT  69031
Das einzig theoretisch mögliche PCR-Produkt könnte zwischen den rot markierten
Bindungsstellen entstehen. Es hätte eine Länge von 876 bp. Die Primer-Bindungsstellen
befinden sich im Intron zwischen Exon 7H und Exon 9.
Bei dieser Analyse fällt auf, dass keine PCR-Fragmente von 3,1 kb im DAZ-Locus der
GenBank vorhanden sind. Auch bei der Datenbankrecherche in der htgs (high
throughput genomic sequences)-Datenbank, in der die Sequenzen der noch nicht
vollständig sequenzierten bzw. assemblierten Klone veröffentlicht werden, konnten
keine weiteren potentiellen Primer-Bindungsstellen detektiert werden, die zu einem
PCR-Produkt von 3.1 kb Länge geführt hätten.
Die genaue Länge eines mit diesen Primern generierten PCR-Produktes im DAZL1-
Locus beträgt 925 bp (Position 92928 – 93853 in der reverse-komplementären Sequenz




                                              391P3for
   92901  TTTGGTTTCC TTTTTTTTTT TTTTAAGATG CCACCACAGT GGCCTGTTGG Exon 8
   92951  GGAGCAAAGG AGCTATGTTG TACCTCCGGT AAAGTGAATT AGCCAAACAT
   93001  ATAATTCCTG TTATTTTAAA GTATTTTTTT TTGTTTAACT ATATTTCTTG
   93051  ATTGTTTTCC ATGTCATATA TGCCTATATT TTTAAATAGT TTTTTGTATT
   93101  AATGTGTTAC ATTTTGTTAC TTTCTTTTTA ACCCAGTTAG AAACTCCCAT
   93151  GGGAGCAACA GTGCCTTCTT CTCTCAGGTT TTTGTGTGCT TAAGCAATGG
   93201  CTGGTCCACA TAATGATAAG TGTTCAGTTA CTTGTTGATA GACTATATAA
   93251  TTCAGGAAAG GTAGTATTAA TGTGGCTTTA GAATTAGCAT GTATCTGCCT
   93301  AGACTCTGCC TCTGGCTTTA CCAGCCATAA AAAAAACTGT TGAAGAGGAA
   93351  CAGAAATGTT TTGCTGTTAA TTACTGTTAA ATAAAAATAG GAATAAAACA
   93401  AGAGTATTAC GTCTAAAACA CCCAAGCTGC TGTCTTTTAT CAGGATTGGA
   93451  AATTTGAAGG ATATAATAAG TGTTAAAATT CTCAAACACT CTCTTACTAC
   93501  ATTAGTTTCT TAGAGTTCTT CTACTTCTGA TTATGTTGAT GCCTTAAAGA
   93551  CATTCTAAAA CAGAAGGCTG CCTTACTGTA TTTCAACTGT TCATTTAAAA
   93601  CAAAGTTTTT GAAATAATAT AATTGAATTT CAACACAACC TACATTGAAA
   93651  CTTTTGATAC CAGCTTAGCT TTTTGAAGAA TAAGTGGCTT TTAAATATAT
   93701  CTGTATATCT GTTTAATTAC ACTTTCATTA TTTTAAATAT AGGCTTATTC
   93751  AGCTGTTAAC TACCACTGTA ATGAAGTTGA TCCAGGAGCT GAAGTTGTGC Exon 9
                                                 391.1rev
   93801  CAAATGAATG TTCAGTTCAT GAAGCTACTC CACCCTCTGG AAATGGCCCA
   93851  CAAAAGGCAA ACATCTAATT TTGTTTATAT ATATTTCATA TTTATTTTTT
Abb 4.7 Ausschnitt aus der BAC 194G10-Sequenz (reverse-komplementär), mit den Primer-
bindungsstellen für das Primerpaar 391P3for und 391.1rev im humanen DAZL1-Locus. Die Exon-
Sequenzen sind rot, Intron-Sequenzen schwarz dargestellt.
4.1.1.1.1 Entstehung einer 2,2 kb-Insertion im DAZ-Locus von Primaten
In der Entwicklung des DAZ-Locus bei den Menschenaffen hat bei der Entstehung des
DAZ-Locus zwischen den Primer-Bindungsstellen für die beiden bei dem PAC-Screeen
verwendeten Primern 391P3for und 391.1rev eine Insertion von 2,2 kb stattgefunden.
Eine schematische Darstellung der Primer-Bindungsstellen und der Anordnung der
entsprechenden Exone in DAZ und DAZL1 ist in Abb. 4.8 dargestellt.
Abb. 4.8: Schematische Darstellung der Primer-Bindungsstellen von 391P3for und 391.1rev in DAZ und
DAZL1.
Wie in Kapitel 4.1.1 ausführlich beschrieben, erhält man mit den Primern 391P3for und
391.1rev ein PCR-Amplifikat von 875 bp und eines mit einer Länge von 3,1 kb in
genomischen DAZ-PAC-Klonen. Es muss also zwischen den Primerbindungsstellen
eine Insertion von 2,2 kb stattgefunden haben. Um die Entstehung der Insertion




wie beim Menschen (393P1for und 391P1.rev) in verschiedenen Primaten durchgeführt:
Als Template diente jeweils männliche und weibliche genomische DNA von folgenden
Altweltaffen: Papio hamadryas (Pavian), Macaca fascicularis (Makakae), Hylobates
syndactylus (Gibbon), Pongo abelii (Orang Utan), Gorilla gorilla (Gorilla) und Pan
troglodytes (Schimpanse).
Das Ergebnis der PCR ist in Abb. 4.9 dargestellt:
Abb. 4.9: Ergebnis der PCR mit den Primern 393P1for und 391.1rev in verschiedenen Primaten. PCR-
Produkte mit 3,1 kb belegen die Insertion eines 2,2 kb-Fragmentes. Sie treten nur bei den Männchen von
Gorilla, Pan und Homo sapiens auf.
Ein PCR-Produkt von 3,1 kb ist neben der Bande von 0,9 kb nur bei den Männchen von
Gorilla, Schimpanse und beim Mann nachzuweisen, bei den übrigen getesteten
Altweltaffen nicht. Beim Orang Utan (Pongo) gibt es neben der Bande von 0,9 kb zwei
Banden von 1,6 und 1,9 kb. Es hat also bereits bei den Ponginae eine Insertion in
diesem Bereich stattgefunden. Die Insertion eines 2,2 kb-Fragments ist jedoch auf die
Menschenaffen und den Menschen beschränkt. Die Bande von 3,1 kb ist also im
männlichen DAZ-Locus innerhalb der Menschenaffen evolutionär konserviert.
Um die Herkunft dieser 2,2 kb festzustellen, wurde diese Sequenz im humanen DAZ-




mit dem entsprechenden Sequenzabschnitt in DAZL1 (92126 bis 95461 in der reverse-
komplementären Sequenz von BAC 194G10; Accession-No. AC010139) verglichen.
Ein Teil der überzähligen Sequenz im DAZ-Locus stammt von der Insertion eines
zusätzlichen Exon 7 zwischen Exon 8 und DAZ Exon 9 (siehe Abb. 4.8). Daneben
wurde im DAZ-Gen ein Abschnitt von 1136 bp gefunden, der keinerlei Homologie zur
DAZL1-Sequenz aufweist: Abschnitt 25508 bis 26643 in 70G12. Eine Blast N-Analyse
dieses Sequenzabschnitts ergab eine sehr kurze 100%ige Homologie von 21 bp zur
HERV-K-Provirus-Sequenz von Gorilla gorilla, Pan paniscus und Pongo pymaeus
(siehe Abb. 4.10). Außer diesen Homologien gab es keine weiteren Ähnlichkeiten zu




Homo sapiens BAC clone
RP11-70G12 from Y







Length 1549 (1 .. 1549)
Identities = 21/21 (100%)
 Strand = Plus / Plus
Query:   25973 ctcttcttcttttttcttctc 25993
               |||||||||||||||||||||
Subject: 683   ctcttcttcttttttcttctc 703
Abb. 4.10: Homologie eines Abschnitt des DAZ-spezifischen 1135 bp-Segments aus Intron 8 mit der
HERV-K-Provirus Sequenz von Gorilla, Pan und Pongo.
Query = Homo sapiens BAC-Klon RP11-70G12
Subject = Gorilla gorilla HERV-K Provirus-Sequenz
4.1.1.1.2 Humane DAZL1 BAC-und PAC-Klone
Da im Laufe meiner Forschungsarbeit stets mehr BAC und PAC Klone in der Genbank
als Sequenz publiziert wurden, konnte das weitere Screenen der humanen männlichen
PAC-Library Nr. 704 abgelöst werden durch eine in silico-Analyse der BAC- und PAC-




Klonen, die aus weiblicher genomischer DNA generiert wurde, zugänglich (Nr. 709), so
dass nur DAZL1-Klone in dieser Klonbank zu erwarten waren.
Das genaue Prozedere des Screenens von Genbanken mittels PCR ist in Kapitel 3.11
beschrieben. Entsprechend wurden die gepoolten PAC-Klone wurden mit den Primern
355P1 und 393P5rev gescreent. Beide Primer binden in Exon 11 (siehe Anhang I) und
amplifizieren ein Fragment mit einer Länge von 823 bp (siehe Abb. 4.11). Dreißig
Primärpools wurden getestet. Ein Pool war positiv für DAZL1. Aus dem
entsprechenden Sekundärscreen wurde ein genomischer DAZL1-Klon identifiziert:
RPCI-D24235 Laborname: PACFDAZL1 (F steht für „female“, also weiblich).
Abb. 4.11: 1,5% Agarosegel mit PCR-Produkten aus dem Primärpool der Library 709. Der Primärpool
RPCIP709Q01PP30 enthält einen DAZL1-Klon.
Ein zweiter genomischer DAZL1-Klon wurde in si l ico  aufgrund von
Sequenzhomologien zur DAZL1-cDNA identifiziert: BAC 194G10 (Accession #
AC010139). Die BAC 194G10-Sequenz konnte somit die Grundlage für eine Analyse
der genauen Intron/Exon-Strukturen von DAZL1 und den Aufbau einer




4.1.1.2 Genomische DAZL1-Klone von Mammalia
4.1.1.2.1 Hylobates klossi
Durch radioaktive Hybridisierung der auf Filter gespotteten Cosmid-Bank Nr. 140 des
RZPD konnten zwei genomische DAZL1- Klone vom Gibbon (Hylobates klossi)
isoliert werden: MPMGc140H10485 (Laborname CosHyk355A) und
MPMGc140N04135 (Laborname: CosHyk355D). Als Sonde diente die cDNA des
humanen DAZL1-Gens (cT355). Da die DNA, die zur Generierung der Genbibliothek
verwendet wurde, von einem weiblichen Tier stammt, kann man beide Klone eindeutig
DAZL1 zuordnen. .
4.1.1.2.2 Callithrix jacchus
Um genomische Klone des Neuweltaffen Callithrix jacchus zu erhalten, wurde die
Callithrix jacchus-Cosmid Bank Nr. 160 des RZPD mit Hilfe von PCR gescreent (siehe
Kapitel 3.11). Als Primer wurden CjaEx6for und CjaEx6rev.verwendet. Beide Primer
binden in Exon 6 von Callithrix jacchus DAZL1 (Grossmann, 1997) (siehe Abb. 4.12).
Mit diesen Primern wird ein Fragment von 130 bp amplifiziert.
                                    _Exon 6   CjaEx6for
 541 tggccctgca attaggaaac aaaatttatg tgcttatcat gtacagccac gtcctttggt
 601 ttttaatcat cctcctccac cacagtttca gaatgtctgg agtaatccaa acactgaaac
                                  CjaEx6rev               _Exon 7
 661 ttacatgcat cccccaacta caatgaatcc tgtaactcaa tacgttcagg catatcctcc
Abb. 4.12: Ausschnitt aus der cDNA von DAZL1 von Callithrix jacchus (Accession #: AF144131 mit
den Primerbindungsstellen für CjaEx6for und CjaEx6rev.





4.1.1.2.3 Genomische Dazl1-Klone von der Maus
Die Pools der Maus-PAC-Library Nr. 711 des RZPD wurden mit den Primern
MmuEx7for und MmuEx9rev gescreent. MmuEx7for bindet als „Forward“-Primer im
Exon 7 des murinen Dazl1-Gens, MmuEx9rev, der „Reverse“-Primer bindet in Exon 9
(siehe Abb. 4.13). Mit diesem Primerpaar wird ein DNA-Stück von 1,9 kb amplifiziert.
134941 taattctttt tttctgtgta ctttattctt aggcatatcc tccttatcca agttcaccag Exon7
                MmuEx7for
135001 ttcaggtcat cactggatat cagctgcctg tttataacta ccaggtattt tttcttttat
135061 tgaaattttt tttctcacac atcctgatta tggtttcccc ttcttgtagt cctcccaacc
135121 ccccacttcc atcccattct cacctcctta taaacaggtt tctaaggtgt cttagtgctc
135181 tattgctgtg aagaaacaca atggccacag caattcttat aaaagaaagc acttaattgg
135241 gcttgcttac actactatgt aagggataat aaaatcaaaa caaaaactaa tgcatcagaa
135301 ttaaacaaaa caaatggaag gaaaaaagcc caagagaagg tacaaaaatt agagattcat
135361 tcacaaactc ataaatctca taaaaatact aaattggaag ccataatgtc tgcctatgca
135421 tagaacctag tgcatgtttg tgcaggcccc gtgtatgctg catccatccc tgtgaattca
135481 tgtgagctct gatcatgttg atttagaagg acttgttttc ttggtgtcct ccatcccctc
135541 caattcttac acactatctg cttcttcttc cccagggttc cctgagccct aaagggaggg
135601 attttaatta tcagataact taggggaaag aaaaataatt tgggatatta gtatagtctg
135661 tatttatata aaattgccac atagtatcga tttaaaataa aaggaaagta gaagtaatct
135721 ataattcagg catcaatatt attttgataa agaaaagttt tgttcagact gtttacaaag
135781 attcagtatt ttttgttatt atttcagcat gcattctttc actgctttca aatacctgaa
135841 aaatccaggc tgatttttat aaatttttat agggtaggtt aaaataaaaa tattacccag
135901 ttcttaagag catccagagt ctgatagtgt ttaattgtga tggatgctgt gaaatagtag
135961 tcccataaat ttcttccaat agatgtgacc atatttatga cccatggcta tagctagtga
136021 taatttccaa aagccactgt cttattattt tcctaaatgc taacttctga gaaaatgtga
136081 ggtttatata tagaagaaat gagaagtaca cagatatcag aagcataaac gtatctacct
136141 ttagttctgt tttaaaagaa attgagtcag cacgagtact ttcacattgt cttattgcct
136201 ctttcatgaa aacgtgtgat taagtaatct ttgtttcctt ttcttaagat gccaccgcag Exon8
136261 tggcctgctg gagagcagag gagttatgtt atacctccgg taaaatgaat tagctgagca
136321 tactcttatt agacttacag tgttttcttt gccatattgt atacatttat attttaattg
136381 cattttatag tacatatttt actttcttgt tacctcgatt acatacacac atgagagaga
136441 aactgctttt ttttccacat tatttttgta tgcccaggct tagtggctgc ttcatgtatt
136501 tggttacttg ttggcatgat atataatcca caaaaagtag ttttaatatt agattcagaa
136561 ttagcattgg ttcttcctag aatctgcctc taactgtgct atttagagaa aatgtatagg
136621 agcaagacaa ttttaccatt aataatactt tataaaagga ataaaggaag ctactaactg
136681 taaacaccaa agcttttgtt aactttcatg aagattggat attttaaaaa caatcaagaa
136741 aattctccca tactctgtta ctgtatatta tacttttctt agaatcctga ttctgatagt
136801 gttggcagag gacatttaaa aataagactt acttttagcc tttcagttta aaatcgtttt
136861 ttaaatagct taacattttg aaaaacagat gacttaaaat gtatggttct ctttacttat
136921 actttttcat cattttaata taggcttata caactgttaa ctaccactgc agtgaagttg
                                                 MmuEx9rev
136981 atccaggagc tgatattttg cccaatgaat gttcagttca tgatgctgct ccagcttctg Exon9
137041 gaaatggccc gcaaaaggca aacatctaat tttgtttact gatttttata tttttattta
137101 tgtttattac taatggttct ttgataagta gatctgttta cccaaattta aaaatgaaag
Abb 4.13 Ausschnitt aus der BAC 218D19-Sequenz, mit den Primerbindungsstellen für das Primerpaar
MmuEx7for und MmuEx9rev im murinen Dazl1-Locus. Die Exon-Sequenzen sind rot, Intron-Sequenzen
schwarz dargestellt.
Insgesamt konnten drei Maus-Dazl1-Klone identifiziert werden: RPCIP711D16527





Ein weiterer genomischer Dazl1-Klon der Maus konnte durch Datenbanksuche als BAC
aufgrund der Homologie zur humanen DAZL1cDNA identifiziert werden:
RPCIB731D19218 (BAC 218D19). Es handelt sich um einen BAC-Klon aus der
Library Nr. 731 des RZPD. Die Sequenz des Klons ist in der GenBank Datenbank unter
der Accession # AC060761 veröffentlicht. Anhand dieses Klones wurde eine
genomische Karte des Dazl1-Locus der Maus und eine Restriktionskarte erstellt (siehe
Anhang .IV).
Der Dazl1-Locus erstreckt sich bei der Maus über 14,2 kb.
4.1.1.2.4 Genomische Dazl1-Klone vom Rind
Mit der Bibliothek Nr. 750 steht eine genomische BAC-Genbank des Rindes zur
Verfügung. Diese liegt auf Filter „gespottet“ vor. Durch radioaktive Hybridisierung der
Filter mit der Sonde cT355, der humanen cDNA von DAZL1, konnten drei Klone
identifiziert werden, die das Dazl1-Gen enthalten: BBI_B750M22177Q3
(BACBOV355A), BBI_B750H23188Q3 (BACBOV355B) und BBI_B750K16218Q3
(BACBOV355C).
4.2 Die genomische Struktur des DAZL1-Locus
Um erste Einblicke in die Konservierung der genomischen Struktur des DAZL1-Locus
zu erhalten, wurden Southern-Blot-Experimente mit genomischer DNA und mit den
isolierten genomischen Klonen von Maus, Rind, Callithrix jacchus, Gibbon und
Mensch durchgeführt. Die genomischen Southern-Blots mit Maus- und Rind-DNA
gaben mit der humanen Hybridisierungssonde cT355 keine detektierbaren
Hybridisierungs-Signale. Offensichtlich ist die Sequenzhomologie von DAZL1
zwischen diesen Spezies und dem Menschen zu gering.




o ct355: Gesamt-cDNA des humanen DAZL1-Gens. Zur Hybridisierung
der genomischen DAZL1-Klone von Rind, Maus, Callithrix,
Gibbon und Mensch.
o cTMf2: Gesamt-cDNA von DAZL1 von Macaca fascicularis. Zur
Hybridisierung der genomischen Southern-Blots.
o Promreg: 5´-Sonde, beinhaltet den Promotorbereich des humanen DAZL1-
Gens. Zur Hybridisierung der genomischen DAZL1-Klone von
Rind, Maus, Callithrix, Gibbon und Mensch.
o Ex2-6: genomische Sonde von Exon 2 bis Exon 6 des humanen DAZL1-
Gens, beinhaltet die RRM-Domäne. Zur Hybridisierung der
genomischen DAZL1-Klone von Rind, Maus, Callithrix, Gibbon
und Mensch.
Die genomischen DNAs wurden mit den Enzymen BamHI, EcoRI, EcoRV, HindIII und
PstI verdaut. Diese Restriktionsendonukleasen wurden ausgewählt aufgrund ihres
gleichmäßigen Verteilungsmusters im humanen DAZL1-Locus und der Möglichkeit,
die 11 Exon-Blöcke von DAZL1 auf diese Weise einzelnen Genfragmenten zuordnen
zu können. Bei Hybridisierungen von weiblicher genomischer DNA mit der Sonde
cT355 sind theoretisch folgende Fragmente zu erwarten (siehe auch Anhang II):
o nach Verdau mit BamHI:
14,4, 13,6 und 2,6 kb.
2,6 kb = Exon 1; 14,4 kb = Exon 2 - 10; 13,6 kb = Exon 11.
o nach Verdau mit EcoRI:
4,1, 3,3, 2,4, 2,26, 2,16, 1,3, 1,1 und 0,56 kb
2,4 kb = Exon 1; 2,16 kb = Exon 2 + 3; 2,26 kb = Exon 4 – 6; 0,56 kb = Exon 7;
1,8 kb = Exon 8 + 9; 1,1 kb = Exon 10; 4,1 kb + 3,3 kb = Exon 11 (Schnittstelle
in Exon 11).
o nach Verdau mit EcoRV:
18,1, 5,9, 3,4 und 2,4 kb
18,1 kb = Exon 1 – 7 (Schnittstelle in Exon 7); 5,9 kb = Exon 7 – 10; 2,4 +3,4 kb




o nach Verdau mit HindIII:
7,8, 7,5, 2,85, 2,4 und 1,65 kb
7,5 kb = Exon 1; 2,85 kb = Exon 2 + 3 (Schnittstelle im Exon 3); 7,8 kb = Exon
3 – 10; 2,4 kb + 1,65 kb = Exon 11 (Schnittstelle in Exon 11).
o nach Verdau mit PstI:
18,9 und 0,6 kb
0,6 kb = Exon 1; 18,9 kb = Exon 2 – 11.
Drei der Enzyme schneiden in Exon-Sequenzen: EcoRI in Exon 11, EcoRV in Exon 7
und Exon 11 und HindIII in Exon 3 und Exon 11. Von den Restriktionsendonukleasen,
die in den Exon-Sequenzen schneiden, hat man sich besondere Hilfe bei der Detektion
konservierter Bereiche des DAZL1-Gens in verschiedenen Mammalia erhofft. Man
muss sich dabei jedoch immer vor Augen halten, dass bereits eine Punktmutation zur
Entstehung einer neuen Schnittstelle bzw. zum Verschwinden einer vorhandenen
Schnittstelle führen kann. Daher kann man zwar beim Vorhandensein konservierter
Banden in verschiedenen Spezies auf einen konservierten Bereich schließen, der
Umkehrschluss, dass verschiedene Fragmentgrößen auf eine besonders große Diversität









Abb. 4.14: Zooblot mit männlicher und weiblicher genomischer DNA von Mensch, Macaca
mulatta und Callithrix jacchus. Die DNA wurde mit den Restriktionsenzymen HindIII und PstI
(Blot a) bzw. mit BamHI und EcoRI (Blot b) verdaut. Hybridisiert wurde mit der radioaktiv
markierten Sonde CTMF2, die die gesamte DAZL1 cDNA von Macaca fascicularis darstellt. Sie
ist zu 94,4% identisch zu der humanen DAZL1-cDNA cT355 (Großmann et al., 2000). Man
erkennt bei dem Altweltaffen, Macaca mulatta und beim Menschen in der männlichen
genomischen DNA zusätzliche Banden, die in der weiblichen genomischen DNA nicht auftreten.
Bei dem Neuweltaffen Callithrix jacchus sind die Banden in der männlichen und weiblichen
genomischen DNA jeweils identisch.




Die Ergebnisse dieser beiden Southern-Blots mit genomischer Primaten-DNA (und





































































































Tab. 4.4: Ergebnisse der Southern-Blots mit genomischer Primaten-DNA. Die Fragmente stammen aus
Hybridisierungen mit der Sonde CTMf2, die die gesamte DAZL1 cDNA von Macaca fascicularis
darstellt. Sie ist zu 94,4% identisch zu der humanen DAZL1-cDNA cT355 (Großmann et al., 2000).
Die beim Menschen erhaltenen Fragmente stimmen, abgesehen von kleinen
Schwankungen, die im Messfehler-Bereich liegen, mit den theoretisch erwarteten
Fragmentlängen überein.
Nur beim Verdau mit EcoRI werden statt der theoretisch erwarteten 8 Fragmente (4,1,
3,3, 2,4, 2,26, 2,16, 1,3, 1,1 und 0,56 kb) nur zwei Fragmente von 4,0 und 2,3 kb
registriert.. Die Banden von 4,1, 2,26 und 2,16 kb sind in einem genomischen Southern-
Blot nicht zu unterscheiden, sind also vermutlich alle in der detektierten Bande von




theoretisch erwartete Bande von 1,1 kb stammt von Hybridisierungen mit dem 99 bp
umfassenden Exon 10, die Bande von 1.3 kb von Hybridisierungen mit Exon 8 (51 bp)
bzw. Exon 9 (114 bp). Offensichtlich war die Länge der hybridisierenden Fragmente zu
kurz, um mit der cDNA Probe cT355 eine Hybridisierung detektieren zu können.
Die in männlicher genomischer DNA zusätzlich auftretenden Banden stammen von
Hybridisierungen mit der Y-chromosomalen DAZ-Genfamilie. Aufgrund der in der
Genbank veröffentlichten BAC-Sequenzen (RP11-BACs) ist eine genaue Zuordnung
der entsprechenden Regionen in den verschiedenen DAZ-Genen möglich:
Die Bande von 24,2 kb in der männlichen DNA beim BamHI-Digest stammt von der
Hybridisierung der Sonde mit dem DAZ-Exon 10. Das Fragment kommt durch eine
BamHI-Schnittstelle in DAZ-Intron 9 und eine weitere BamHI-Schnittstelle 22,4 kb
„downstream“ des Endes von DAZ-Exon 10 zustande.
Beim Verdau mit EcoRI gibt es zwei männlich-spezifische Banden: 2,4 und 2,3 kb. Die
Bande von 2,4 kb stammt von Hybridisierungen mit DAZ Exon 7Z und Exon 8. Im
DAZL1-Gen befindet sich zwischen Exon 7 und 8 eine EcoRI-Schnittstelle, die bei
DAZ nicht vorhanden ist. Aus den beiden EcoRI-Fragmenten von 1,8 und 0,56 kb wird
in DAZ ein Fragment mit einer Länge von 2,36 kb. Das Fragment von 2,9 kb stammt
aus Hybridisierungen mit dem Ende von DAZ-Exon 10. Das Fragment kommt durch
eine EcoRI-Schnittstelle in DAZ-Exon 10 und eine weitere EcoRI-Schnittstelle 1,9 kb
downstream des Endes von DAZ-Exon 10 zustande.
Die Bande von 9,4 kb in der männlichen DNA beim EcoRV-Digest stammt von der
Hybridisierung der Sonde mit dem DAZ-Exon 9 und 10. Das Fragment kommt durch
eine EcoRV-Schnittstelle in DAZ-Intron 7H und eine weitere BamHI-Schnittstelle 6,1
kb downstream des Endes von DAZ-Exon 10 zustande.
Beim Verdau mit HindIII gibt es vier männlich-spezifische Banden: 8,3, 6,1, 5,5, und
4,0 kb. Die Bande von 8,3 kb stammt von Hybridisierungen mit DAZ Exon 9 und Exon
10. Das Fragment kommt durch eine HindIII-Schnittstelle in DAZ-Exon 10 und eine
weitere HindIII-Schnittstelle 108 bp nach dem Endes von DAZ-Exon 10 zustande. Die
Bande von 6,1 kb entsteht durch die Hybridisierung der Sonde mit DAZ-Exon 7Z, Exon
8 und 7H. Das Fragment entsteht durch jeweils eine HindIII-Schnittstelle in den
flankierenden Introns. Die männlich-spezifische Bande mit der Länge von 5,6 kb im
HindIII-Digest entsteht durch Hybridisierungen der Sonde mit DAZ Exon 2 bis 6 in
DAZ 1 und DAZ 4. Diese Einheit liegt in DAZ 1 und DAZ 4 repetitiv vor. Es entstehen




hybridisieren. Die 4 kb-Bande stammt ebenfalls aus Hybridisierungen mit dem DAZ-
Gen 1 und 4. Hier stammt die männlich-spezifische Bande von Hybridisierungen der
Sonde mit Exon 7G. Die Enzymschnittstellen liegen in den direkt angrenzenden Introns.
Bei dem Verdau mit PstI konnten drei männlich-spezifische Banden detektiert werden:
6,5, 5,0 und 2,4 kb. Die 6,5 kb-Bande stammt von Hybridisierungen der Sonde mit
DAZ3-Exon 7Z, 8, 7H und 9. Die Schnittstellen für PstI befinden sich in Intron 7X und
Intron 9. Die Bande mit einer Länge von 5 kb kommt durch die Hybridisierung der
Sonde mit DAZ-Exon 10 zustande. Eine PstI-Schnittstelle befindet sich in DAZ-Exon
10, die zweite 4,2 kb stromabwärts des Ende von DAZ-Exon 10. Die 2,4kb-Bande
stammt von Hybridisierungen mit DAZ-Exon 1. Hybridisierung von DAZL1-Exon 1
führen zu einer Bande mit einer Länge von 604 bp.
Das Ergebnis der genomischen Southern-Blots belegt, dass die Homologie der
genomischen DAZL1-Region in Altweltaffen und Mensch größer ist als in
Neuweltaffen. Die Anzahl der Restriktions-Schnittstellen für die Enzyme BamHI,
EcoRI, EcoRV, HindIII und PstI hat im Verlauf der Primaten-Evolution ganz allgemein
zugenommen
4.2.1 Konservierte Elemente im genomischen DAZL1-Locus
Um festzustellen, ob es innerhalb der Mammalia konservierte Elemente im DAZL1-
Locus gibt, wurden die genomischen Klone von Maus, Rind, Callithrix jacchus,
Hylobates klossi und Mensch mit den Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI verdaut
und mit den Sonden cT355, Promreg und Ex2-6 hybridisiert. Einige Beispiele für die
Blots sind in Anhang V dargestellt.















































Promreg keine Signale keine Signale keine Signale 13,5 kb 12 kb
2,4 kb
Ex 2-6 3,3 kb
2,4 kb
2,1 kb







Tab. 4.5: Zusammenfassung der Ergebnisse der Southern-Blot-Experimente mit den genomischen
DAZL1-Klonen von Rind, Maus, Callithrix jacchus, Hylobates klossi und Mensch.
Der genomische DAZL1-Locus ist innerhalb der Altweltaffen hoch konserviert. Am
stärksten ist die Übereinstimmung innerhalb der funktionellen Domäne, dem RNA-
Recognition motif, ausgeprägt (hier bindet die Sonde Ex2-6). Dieser hohe Grad an
Übereinstimmung ist auf die Altweltaffen beschränkt. Die Fragmente beim
Neuweltaffen Callithrix jacchus stimmen in der Länge nicht genau mit denen von
Gibbon und Mensch überein. Die Hybridisierungssignale bei Rind und Maus nach der
Hybridisierung der EcoRI-verdauten Klone mit der Sonde Ex2-6 stimmen weder in der
Anzahl noch in der Länge mit denen der Primaten überein. Innerhalb des genomischen
Bereichs der RRM-Domäne liegt bei der Maus keine EcoRI-Schnittstelle vor, beim
Rind gibt es in dieser Region zwei EcoRI-Schnittstellen. Die Konserviertheit der
funktionellen Domäne des Dazl1-Gens nimmt also auf genomischer Ebene außerhalb

























Promreg keine Signale keine Signale keine Signale 23,0 kb
7,9 kb
13,0 kb




Die Promotor-Region, repräsentiert durch die Sonde Promreg, weist zwischen den
untersuchten Mammalia-Spezies keine konservierten Fragmente auf. Bei der
Hybridisierung der genomischen Klone von Rind, Maus und Callithrix jacchus mit der
Sonde Promreg erhält man weder bei dem EcoRI- noch bei dem BamHI-Verdau
positive Signale. Eine Sequenzanalyse dieses DNA-Abschnitts aus BAC 194G10 hat
ergeben, dass dieser Bereich nur eine Homologie von 49,6% mit dem entsprechenden
Abschnitt in dem murinen Dazl1-BAC, aufweist (siehe Abb. 4.15).
Ähnlichkeit in %: 49,569     Gleichheit in %: 49,569
                  .         .         .         .         .
   80957 CCTGGGCAAACTAGTATGACTGGCTGCCCTACAGCCCAGCCCCCATATCC 81006
                                              |||| ||
  126500 ...................................gtagccacctaccga 126514
                  .         .         .         .         .
   81007 CGGGCAGGAGAAGAATCAGTTGAATAAGTCATTGCTCTGGTTTTCAGTTT 81056
          || |||  ||  |     |       |   | | |  |   || | |||
  126515 aggccagtggagaatcggatcttcaccgctgtagtttcgagcttaatttt 126564
                  .         .         .         .         .
   81057 ATTTTTGGTACTTGGAATTTCCCTTCTTTTCTTATGGGTTTAGCTGCATA 81106
         | |||  | | || | | || ||  | ||||  || |||  |
  126565 agtttcagaattttggaatttcccccctttcaaataggtgcaatctaccc 126614
                  .         .         .         .         .
   81107 TTGAAAATAAAACGTTTTATTTTAATCCCGCATTACTAGGTGTTAGTAAT 81156
         ||  |  |      ||||  |||| |     | |||||  |  |
  126615 tt..atttgttttatttttatttattattttaatactattttctccatca 126662
                  .         .         .         .         .
   81157 GAGATACTGCTCACGTTATAGAAGTCCACCGTTTTGCCAGCT....CAAA 81202
           | | |       ||   |    |   | ||||||||||||     |||
  126663 ttgctgcatggttagtggcaatcttaagctgttttgccagctttaaaaaa 126712
                  .         .         .         .         .
   81203 AAGTAACATTTTAATGCTTTCCGTCAGTACAGAAGTGAAGTTTGTGGATA 81252
         ||  ||   | |||| |||  | || ||||| |||  |     |  | ||
  126713 aaaaaaagctgtaatacttatcatctgtacaaaaggtagtcaggacggta 126762
                  .         .         .         .         .
   81253 AAGGTCATAGCTACTTAGCCCTGTGTGTATAGCTAAGGTGCTGCAGTGGT 81302
          | ||  |                           ||||| | | |  ||
  126763 taagtact...........................aggtggttctgccgt 126785
                  .         .         .         .         .
   81303 TCCCGAAGTTACGTGATGGGCTCCACCAACTGGCCCACAGCTTGCTCCTG 81352
               |  | |   | |  | | ||     ||  | | |||       |
  126786 aaggttatctccaccaagcaccctacagctcgg..ctctgctgtaggtag 126833
                  .         .         .         .         .
   81353 CTCTACGCCCGTATTCTGACCTTAAGAATGTTCTAGAATTCTCTAGGCAG 81402
          |   | ||  |  |||| |||| ||||||||||||||||||||  || |
  126834 gtaggccccgtttctctggccttgagaatgttctagaattctctcagctg 126883
                  .         .         .         .         .
   81403 GCCTAGCGCCTTCCTGTAAGGCCTGGAAGGTGAATTCTCCCATTAAAATG 81452
         |||||||   || |||||| ||||  |||   ||  ||| || |  ||
  126884 gcctagcttgtttctgtaaagcctacaagagaaacgctcacactgcaacc 126933
                  .         .         .         .         .
   81453 TAAGATCCCTGAGCAAACACATGTTCTGT....TATTCTGTTCACTCCTG 81498
         |||  |||  ||    |   || |||| |    |  |||| ||||| |||




                  .         .         .         .         .
   81499 CATCTGCTGTACCTGGTAATCACAGGCACTCAGT................ 81532
           ||   |||||| | ||||    |    |   |
  126984 tgtcctttgtaccggataattcgggcatttatttgaaggggcgggggggg 127033
                  .         .         .         .         .
   81533 .......AACTATTTCTTGAAAGAACAAACATCCTGAATGTCAAACTGGC 81575
                ||  |      |||| ||   |  ||||||  |   |   | |
  127034 gggagaaaaaaaacggaagaaaaaaactaagtcctgatggctgacgggcc 127083
                  .         .         .         .         .
   81576 ...............ATTTCCTCCCATCCAACCCCTTCTATCTCAAACTT 81610
                        |  | | ||   |  |  |   |   ||||| |||
  127084 ggcccgtgaggcatgaggtgcgccttccacatgcacccggactcaacctt 127133
                  .         .         .         .         .
   81611 GAC...........AGAAAGGAGTGCAAGTTTCTGGCCTGTTGATGTCTC 81649
           |           | ||  | ||| | |   | |||| |   | | ||
  127134 ctcaatgtggctgaaaaagagggtgaaggggcccggccaggcaaggcctg 127183
                  .         .         .         .         .
   81650 CTTCTGTTTTCCACAGACTTGCTTCGATTTATTTCTGTAGGCATTTAAAA 81699
         ||      |    | | |     |  |||| | | | |  |    |
  127184 ctctctagtcgtgccgcccgttattaatttctatttctgcgggcattttg 127233
                  .         .         .         .         .
   81700 AAGATTTTGGGGTGAGTGTGAAGCTAAAAGTGATGGCGCTAACCCTGTGC 81749
          | |||||    |  |     |        ||| || | |||| |  |||
  127234 taaattttaaattcggccgccaagctttgctgacgg.gataacgccatgc 127282
                  .         .         .         .         .
   81750 CTTAGAGAAGCCATTTGGAAACTGCAGCCTAGACACATTAGATTATCATT 81799
         ||| |||  |||||||   |  |   | || ||   | |   ||
  127283 cttcgaggtgccatttttgaggtaatgacttgaataaatgctttcctgac 127332
                  .         .         .         .         .
   81800 TTTGTAAACTATACCATACATTTCAGTA................TGCATA 81833
                     ||| | |    ||| |                | |  |
  127333 agaactctgagcaccgtcctgcccaggacttatttcacaggggcttcgga 127382
                  .         .         .         .         .
   81834 CTTATTTTAGGGGTGTTTTGGGGGTGATGTGTGTGTCTGTGGGTCTATGT 81883
         |    |   |||| |  | ||| |||    | ||   |     | | |||
  127383 cacggtcctgggggggctagggagtggcaggagtcggtccatctgtctgt 127432
                  .         .         .         .         .
   81884 GAGCGCGGCGCCTTCCTGGGACTGAGGCACCGGACCTGCGCACACGCGCT 81933
          || | ||| |   ||||      || |      | | || | | |
  127433 cagtgaggctcgggcctgctcggcagccgagacccttacgtagatgtcgc 127482
                  .         .         .         .         .
   81934 GCGTACCCTACGCCCCCGCCGCGTGGGCGCCGT......CGTCCCCCGCA 81977
         || | | | | || | | || |  |  | ||||      |||    | |
  127483 gcatgctccatgcgcacccctcacgcactccgtgggcgacgtgggtcccc 127532
                  .         .         .         .         .
   81978 GCCCCCCCACGCAGGGGGCGGGGCGCTGCCACCCATTGGCTGAGGC.... 82023
            |||||     | || |   |||||||| || ||||||||  ||
  127533 tggccccccttgcgaggccctagcgctgccgcctattggctgtagcacgt 127582
                  .         .         .         .         .
   82024 ..CGATACCACGCGCCCCGATACCCGGCGCAGGAGCCACCTCCCT..... 82066
           |||  |||  | | |  |  |    | | || ||   |  ||
  127583 cacgaggccagccacgcacagtcatccccccggggcgcgcagcccacgcc 127632
Abb. 4.15: Sequenzvergleich der Sonde Promreg (in BAC 194G10 Position 79857 – 82066) mit der
entsprechenden Region aus dem murinen Dazl1-BAC 218D19 (Position 126500 – 127700; Beginn Exon
1: 127695) mit dem GAP-Algorithmus von HUSAR.
Die fehlenden Signale in allen drei Rinder-BACs lassen vermuten, dass auch hier der




Homologie, als in einem Fehlen dieses Abschnitts in den genomischen Rinder-Klonen
zu sehen ist. In dem Cosmid-Klon von Callithrix jacchus konnten ebenfalls keine
Signale bei der Hybridisierung mit der Promotor-Sonde detektiert werden. Der Grund
dafür kann auch hier in der mangelnden Homologie liegen. Es ist aber auch denkbar,
dass dieser Bereich nicht mehr in dem Cosmid-Klon enthalten ist. Bei den beiden
humanen Klonen und beim Gibbon konnten nach der Hybridisierung mit der Sonde
Promreg positive Banden detektiert werden. Innerhalb der Altweltaffen weist die
Region direkt 5´- des DAZL1-Gens also Homologien auf. Von einem hoch
konservierten Bereich kann man jedoch nicht sprechen, da die Fragmente nicht
identisch sind. Bei dem BamHI-Verdau entspricht die Länge der detektierten Bande
nach der Hybridisierung mit der Sonde Promreg nicht den theoretisch erwarteten
Banden von 7 und 2,6 kb (Anhang II). Ein Partialverdau als mögliche Ursache hierfür
ist unwahrscheinlich, da in zwei unabhängigen Klonen (BAC194G10 und
PACFDAZL1) die gleiche Bande detektiert wurde. Eine mögliche Ursache könnte in
einem Fehler in der 194G10-Sequenz liegen, der zu einer in Wirklichkeit nicht
vorhandenen BamHI-Schnittstelle führt.
4.3 In silico-Analyse der 5´-Upstream-Region von DAZL1 auf
potentielle Promotorfunktion
Die genomischen Southern-Blots zeigen innerhalb der Mammalia wenig
Konserviertheit im 5´-Upstream Bereich des DAZL1-Gens. Dieser Sequenzabschnitt
scheint nur innerhalb der Primaten konserviert zu sein. Um die Frage zu beantworten,
ob sich der DAZL1-Promoter im 5´-Upstream-Bereich von DAZL1 befindet, wurde
eine in silico-Analyse zur Identifizierung des Promotors durchgeführt.
Zur Identifizierung der möglichen DAZL1-Promotorregion im 5´-„Upstream“-Bereich
von DAZL1 Exon 1 wurde das Programm SIGNAL SCAN und zur Identifizierung von
CpG-Islands der GRAIL (Gene Recognition and Assembly Internet Link)-Algorithmus
des NIX-Programms verwendet. Ein Bereich von ca. 10 kb „upstream“ des
Transkriptionsstartpunktes von DAZL1 (Base 72000 – 82145 in der reverse-
komplementären Sequenz von BAC 194G10) wurde mit SIGNAL SCAN (unter
http://bimas.drct.nih.gov/cgi-bin/molbio/signal) auf das Vorhandensein von
Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren untersucht. Dabei werden folgende




(Ghosh, 1991), TRANSFAC von Edgar Wingender (Wingender, 1988) und die IMD
Matrix Datenbank von Qing Chen (Chen et al., 1995). Da ein Promotor nicht nur eine
Aneinanderreihung von Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen ist, wird auch überprüft,
ob die gefundenen Bindungsstellen in einem Promotor-typischen Kontext zueinander
stehen. Der „Output“ des Programms sind Vorschläge für mögliche Promotoren. Die in
Abb. 4.16 dargestellte potentielle DAZL1-Promotor-Sequenz wurde aufgrund ihrer
Lage und den vorhandenen Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen herausgefiltert. Sie
umfasst die Basen –384 bis –129 bezogen auf den Transkriptionsstartpunkt und ist gelb
unterlegt. Ein vorhandenes CpG-Island ist türkis unterlegt. Bindungsstellen für




   -394   TTAGAGAAGC CATTTGGAAA CTGCAGCCTA GACACATTAG ATTATCATTT
   -344   TTGTAAACTA TACCATACAT TTCAGTATGC ATACTTATTT TAGGGGTGTT
                            GCF
          ------------------------------------------------------
   -294   TTGGGGGTGA TGTGTGTGTC TGTGGGTCTA TGTGAGCGCG GCGCCTTCCT
                             ** ******’
                               E-BOX
                                                             AP-2
                                   Sp1
                                                           EGR-1
          ------------------------------------------------------
          ------------------------------------------------------
          ------------------------------------------------------
   -244   GGGACTGAGG CACCGGACCT GCGCACACGC GCTGCGTACC CTACGCCCCC
                                                           GCF
                                          AP-2            Sp1
          ------------------------------------------------------
          ------------------------------------------------------
          ------------------------------------------------------
   -194   GCCGCGTGGG CGCCGTCGTC CCCCGCAGCC CCCCCACGCA GGGGGCGGGG
          ----------CCAAT-Box-----------------------------------
          ------------------------------------------------------
   -144   CGCTGCCACC CATTGGCTGA GGCCGATACC ACGCGCCCCG ATACCCGGCG
   -94    CAGGAGCCAC CTCCCTGAGC CCCGCGGACC ACGCCTCAGT CCGCCTGCGC  CpG-
                                                                  island
                                                          +1
                                                          _
   -44    TCCTCAGCCT GACGGTCCGC CTTTCGGGGC TCCTCAGCCT TGTCACCCGC
                                                      Inr-Element
   +7     TCTTGGTTTT CCTTTTCTCT TCATCTTTGG CTCCTTTGAC CACTCGAAGC
   +57    CGCGCAGCGG GTTCCAGCGG ACCTCACAGC AGCCCCAGAA GTGGTGCGCC   Exon 1
   +107   AAGCACAGCC TCTGCTCCTC CTGGAGCCGG TCGGGAACTG CTGCCTGCCG
               _Translations-Start
   +157   CCATCATGGT GAGTTGAGGG AGAGGCCCGA GGGGCAAGGC TGGCGGAGTC
   +207   TTCACTCGTG GGTGAAACTC GGCTCTGCAG GGTCGGAAAG TGAAGTCATC
                                                  *** ******
                                               conserved motif B
   +257   CTCGGCTTTC CTGTTTGGGG GGCACCTGCC TGGACGCACC ACAGCCATGG
Abb. 4.16: Potentielle Promotor-Region im 5´-Upstream-Bereich des humanen DAZL1-Gens. Türkis
unterlegt: CpG-Island als konservierter Bestandteil dieser Promotor-Region. Bindungsstellen für
Transkriptionsfaktoren sind farblich unterschiedlich gekennzeichnet und die Namen in der
entsprechenden Farbe angegeben. Mit * gekennzeichnet sind eine sogenannte E-Box, ein konserviertes
Promotorelement, das eine Rolle in der testsspezifischen Expression des murinen Prm-1 (Protamin 1)-
Gens spielt und ein hoch konserviertes Motiv B aus dem Promotor des SRY-Gens. Der




In dem putativen DAZL1-Promotor sind Bindungsstellen für verschiedene humane
Transkriptionsfaktoren zu finden. Der Promotor hat keine TATA-Box. Dafür ist in
Position –2 bis +5 ein Inr (Initiator)-Element vorhanden.
Die Sequenz des DAZL1-Promotors wurde auch auf Homologien mit einer selbst
angelegten Sammlung gonadenspezifischer Promotorelemente analysiert (siehe Tabelle
4.6).
Element Genlocus Sequenz Literatur
H1t/TE1 element Histon H1t 5´-
GAGGCACCTGGGGAT
GC-3´
vanWert et al., 1996;
Grimes et al., 1997
H1t/TE2 element Histon H1t 5´-
GTCCCTCCTCCGGGG
GC-3´
vanWert et al., 1996;

































































































Prm1 (Protamin 1) 5´-TGACGTCA-3´ Zambrowicz et al.,
1993
B-Box Prm1 (Protamin 1) 5´-CCTGCCCA-3´ Zambrowicz et al.,
1993
C-Box Prm1 (Protamin 1) 5´-GATGCCATCT-3´ Zambrowicz et al.,
1993





E-Box Prm1 (Protamin 1) 5´-TCTGTGAGG-3´ Zambrowicz et al.,
1993
Conserved motif A SRY (Sex
determining
Region, Y)
5´-ATAGAATTTTCA-3´ Veitia et al., 1997
Conserved motif B SRY (Sex
determining
Region, Y)
5´-AAGTGAAGA-3´ Veitia et al., 1997
Conserved motif C SRY (Sex
determining
Region, Y)












5´-YTATCT-3´ Onodera et al., 1997
Tab. 4.6: Bekannte Promotor-Elemente, die mit testisspezifischer Expression in Zusammenhang stehen.
Es konnte in Position –267 bis –276 eine Homologie zur E-Box, einem konservierten
Element im Maus-Protamin 1 (Prm1)-Gen-Promotor, festgestellt werden. Die E-Box
befindet sich als konserviertes Element in der Region des murinen Prm1-Promotor, die
für die spermatidenspezifische Expression dieses Gens essentiell ist (Zambrowicz et al.,




Keimzellen exprimierten Gen gefunden, der murinen ß4-Galactosyltransferase (Shaper
et al., 1994). Die Sequenz der E-Box im Promotor von DAZL1 weicht in einem
Nukleotid von der Sequenz der E-Box im Prm1-Gen ab. Dies ist ebenfalls der Fall bei
der E-Box im Promotor des ß4-Galactosyltransferase-Gens (siehe Abb. 4.17).
                   DAZL1: TCTGTG GG
              Protamin 1: TCTGTGAGG
ß4-Galactosyltransferase: TCTGTGAGA
Abb. 4.17: Vergleich der E-Boxen aus den Promotoren des humanen DAZL1-Gens, des Protamin 1-Gen
der Maus und des murinen ß4-Galactosyltransferase-Gens.
Ein weiteres konserviertes Element, das mit testisspezifischer Expression in Verbindung
gebracht wird, ist das sogenannte konservierte Motiv B aus dem Promotor des SRY-
Gens (Veitia et al., 1997). Dieses Element ist konserviert zwischen Rind, Schwein,
Cercopithecus (African green monkey; Vervetmeerkatze), Schimpanse, und Mensch
(siehe Abb. 4.18).
BTASRY     AAGTGGAGA
SSCSRY     AAGTGAAGA
HSASRY     AAGTGAAGA
PTRSRY     AAGTGAAGA
CAESRY     AAGTGAAGA
HSADAZL1   AAGTGAAGT
Abb. 4.18: Vergleich der Sequenzen des konservierten Motiv B aus dem SRY-Gen von Rins (BTASRY –
Bos taurus SRY), Schwein (SSCSRY - Sus scrofa SRY), Mensch (HSASRY - Homo sapiens SRY),
Schimpanse (PTRSRY – Pan troglodytes SRY) und Vervetmeerkatze (PAESRY – Cercopithecus
aethiops SRY) und dem Promotor des humanen DAZL1-Gens (HSADAZL1 – Homo sapiens DAZL1).
Bis jetzt hat man noch keinen Transkriptionsfaktor detektieren können, der an die Motiv
B-Sequenz bindet, man geht jedoch wegen der hohen Konserviertheit von einer
Funktionalität aus. Im DAZL1-Gen befindet sich das konservierte Motif B innerhalb
des CpG-Island in Intron 1. Es weicht in einem Nukleotid von der Sequenz des SRY-
Motiv B ab (siehe Abb. 4.18).
CpG-Islands enthalten häufig unmethylierte CpG-Dinukleotide in Promotor-Sequenzen




sich bei Vertebraten oft in der 5´-Region von Genen. Etwa 56% der humanen Gene sind
mit CpG-Islands assoziiert (Antequara und Bird, 1993).
4.4 Die 3´- untranslatierte Region des humanen DAZL1-Gens
Mechanismen zur Regulation der Translation, über z. B die Sekundärstruktur der
mRNA oder über Proteine, die an die mRNA binden, betreffen oft die 3´-untranslatierte
Region (Wickens et al., 1997). Die 3´-UTR von DAZL1 hat eine Länge von 1889 bp.
Variable Polyadenylierungsstellen in der DAZL1 cDNA weisen auf eine Funktion der
DAZL1 3´-UTR bei der Translation dieses Gens hin. Zur Identifikation von
regulatorischen Elementen in der 3´-UTR wurde sie mit dem Programm UTRscan von





                               Stop-
                               codon
     1081 cgggcaatgc ttaaatctgt ttgatcctcc tggcttatct agttacatgg gaagttgctg
     1141 gttttgaata ttaagctaaa aggtttccac tattatagaa attctgaatt ttggtaaatc
     1201 acactcaaac tttgtgtata agttgtatta ttagactctc tagttttatc ttaaactgtt
     1261 cttcattaga tgtttattta gaaactggtt ctgtgttgaa atatagttga aagtaaaaaa
     1321 ataattgaga ctgaaagaaa ctaagattta tctgcaagga ttttttaaaa attggcattt
     1381 taagtgttta aaagcaaata ctgattttca aaaaaatgtt tttaaaaacc tattttgaaa
     1441 ggtcagaatt ttgttggtct gaatacaaac atttcacttc tccaacaagt acctgtgaac
     1501 agtacagtat ttacagtatt gagctttgca tttatgattt ctccagaaat ttaccacaaa
     1561 agcaaaattt ttaaaactgc atttttaatc agtggaactc aatatatagt tagctttatt
     1621 gaagtcttct tatctaaacc cagcaaaaca gattcaaagc gaacagtcca atcagtgggt
     1681 catatgttta ttcaaaatat tttatctttt agctagaatc cacacatata tatcctattt
     1741 gattagggta gtaattagga taactaaaat tctgggccta attttttaaa gaatccaaga
     1801 caaactaaac tttactaggt acataagctt ctcaatgagt caccattctt cttttttgta
     1861 aaaacttttt tctttgaaat gctaaacttg gctgtatgtc aaattgtgca aaatattggt
     1921 attaaagaat gctgcaactt ttttatgtca cttagaggtt aatcagagta tctgaaggga
     1981 attgttttta taaaaacatt gaaatattag ttacttgcta taaatagatt tagtctgtta
     2041 tatttccttt tgtaaagtaa aatatgtcca gaagagtcaa agtagttagt tttggttatt
     2101 tctaaaccac aaaagttgtt taataagtat atcttaagaa tgtgctagag ttaaaagtta
     2161 gcattgtttc tagattagct ggtgtcttca ttttacattg tgacaaacag ctagagcatc
     2221 agagcccttt tgctataccc acagtctttc gtttccagcc tttgtcacta gtctttgagg
     2281 aggtttgctc ctagaactgg tgatataaag aatgaaagta gctgtatgag cagagcagtt
     2341 caagggccaa accctggaac ggtagcaatg ggatataata cctttctaag ggaaaaagtt
     2401 gtatcagtac catttgatct gccatggaca tgagtttaaa gcggctttct ggcccttctt
     2461 tcagtgactt cttccctaaa atgtagaaat tctaacttaa tgtagttact gtgagccata
     2521 ttactagtgc cccctagggt ctataattcc ttaaaatttt cattctgaat ctgaaggaga
     2581 gagtctttta actttagaat tcccaagagg gctttattac acctcagaaa ttgaaagcac
     2641 tatgaatttg tccatttaaa aatgatctgt agtttttttg gtgctataac attctgacac
     2701 atatcattct gtgattaaat ctccagctta ctataaatga tatctatatt ctaaagagct
     2761 acttctaatt attccaatat gaccttaagg aaaagtaagg gaataaattt ttgtctttgt
     2821 tggagtgaag catttaaaag agtaagggta aaaaagataa agtcctgaac ctttcaaaat
     2881 ggaaaattaa ttctaaactt agaaatatgc ttctgcctat tgctgatact gtctttgcat







Abb. 4.19: 3´-UTR des humanen DAZL1-Gens (Acession-Nr. U66726). Regulatorische Elemente sind in
der Sequenz farblich markiert.
Mit UTR-scan konnte ein CPE-Element in der 3´-UTR des humanen DAZL1-Locus
detektiert werden. Außerdem (jedoch nicht von dem UTR-scan-Programm erkannt) sind
in der 3´-UTR eine Element 2a-Sequenz (Beyer et al., 1997) und ein DPAS (duplicated
polyadenylation signal) (Grossmann et al., 2000) vorhanden.
CPE steht für Cytoplasmic Polyadenylation Element. Die CPE-Cosensus-Sequenz
lautet: UUUUUNNU (Gebauer et al., 1995).
Das Element 2a ist eine Bindungsstelle für den „Cleavage stimulation factor“ (CstF),
ein Protein, das für die korrekte Adenylierung der mRNA bei Anwesenheit eines




Element 2a lautet YGTGTYTTYAYTGNNYGT (Beyer et al., 1997). Y steht für C oder
T.
Im Rahmen der Prozessierung von Primärtranskripten nimmt das Schneiden und die
Polyadenylierung des 3´-Endes der nukleären pre-mRNA einen wichtigen Platz ein.
Dieser Prozess wird von einem komplexen Apparat an Enzymen bewerkstelligt (Wahle,
1997). Die pre-mRNA wird an der sog. „Cleavage site“ in der 3´-UTR geschnitten.
Anschließend wird durch das Enzym Poly(A)-Polymerase eine Folge von etwa 150 bis
250 Adenosin-Basen an das 3´-Ende der RNA angehängt.
Die Polyadenylierungsstelle der meisten Säuger-Gene wird durch drei Sequenzelemente
in der 3´-UTR definiert (Zhao et al., 1999):
 i. das Polyadenylierungssignal (PAS) mit der hochkonservierten Consensus-
Sequenz AAUAAA. Das PAS befindet sich 10 – 30 bp vor der Schnittstelle.
 ii. die „Cleavage Site“ (Schnittstelle, Polyadenylierungsstelle), an der die pre-
mRNA geschnitten und der Poly(A)-Schwanz angehängt wird. Ihre Position
wird bestimmt durch den Abstand von Polyadenylierungssignal und
Downstream Element (siehe unten). Außerdem wurde für das der Schnittstelle
folgende Nukleotid eine Präferenz von A>U>C>>G festgestellt (Chen et al.,
1995).
 iii. ein weniger konserviertes „Downstream Element“ (DSE) innerhalb von 30
Nukleotiden nach der Schnitt-/Polyadenylierungsstelle.
Es existieren zwei Typen von DSE: das „U-rich element“ (URE), das eine kurze
Folge von Uracil-Resten darstellt (4 von 5 Nukleotiden sind U) (Chen et al.,
1995 ) und das „GU-rich element“ (GURE) mit der Consensus-Sequenz
YGUGUUYY, wobei Y ein U oder C sein kann. Ein Polyadenylierungssignal
kann entweder beide, synergistisch wirkende DSE-Elemente besitzen (Gil und
Proudfoot, 1987) oder nur eines der beiden (Chou et al., 1994; McDevitt et al.,
1986).
In der 3´-UTR des humanen DAZL1-Gens liegt das kanonische
Polyadenylierungssignal dupliziert vor (DPAS – Duplicated Polyandenylation Signal).
Es befindet sich 25 bis 13 Nukleotide vor der Poly(A)-Sequenz an der Position 2946 –
2957 (siehe Abb. 4.19).
Neben dem PAS mit der Consensus-Sequenz AAUAAA gibt es noch verschiedene
Varianten mit geringerer Aktivität.. Die am häufigsten vorkommende Variante ist das




zwei Polyadenylierungssignale mit der Sequenz AUUAAA, eines an Position 1921 –
1926, das zweite an Position 2714 - 2719. Allerdings sind nur bei dem ersten Signal alle
drei für die Polyadenylierung und das Schneiden nötigen Sequenzabschnitte vorhanden.
Ein DAZL1-Transkript mit einer Länge von 1935 bp, das aus der Verwendung dieses
Polyadenylierungssignals entstehen würde, ist bisher nicht bekannt.
4.5 Molekulare Analyse der DAZL1-Transposition
Innerhalb der Primatenevolution hat die Transposition einer Kopie des DAZL1-Gens
auf das Y-Chromosom stattgefunden (Shan et al., 1996; Seboun et al., 1998). Y-
chromosomale DAZ-Genkopien finden sich nur bei Altweltaffen und Menschen, nicht
jedoch bei Neuweltaffen und allen anderen Spezies. Um einen ersten Einblick in den
Transpositions-Mechanismus von DAZL1 in das Y-Chromosom (Yq11) zu erhalten,
wurde durch in silico-„mapping“ auf dem Chromosom 3 exakt die genomische DNA-
Region bestimmt, von der eine Kopie auf das Y-Chromosom übertragen wurde.
Hierzu wurden verschiedene BLAST-Algorithmen verwendet.. In der reverse-
komplementären Sequenz von BAC 194G10 wurden zunächst alle repetitiven Elemente
mit dem Programm REPMASK maskiert. Mit den „single-copy“-Bereichen des BACs
wurden dann, ausgehend vom 5´- und 3´-Ende der BAC-Sequenz BlastN-Analysen in
der GenBank durchgeführt. Dadurch war es möglich, den Chromosom 3/Y-homologen
Bereich grob heraus zu filtern. Die exakten 3/Y-Homologiegrenzen wurden dann mit
Hilfe des Blast2-Algorithmus bestimmt, bei dem die Sequenz von BAC194G10 direkt
mit der des jeweiligen BAC-Klons vom DAZ-Locus auf dem Y-Chromosom verglichen
wurde. Dafür wurden auch bei den Y-chromosomalen Klonen die repetitiven Sequenzen
maskiert. Verglichen wurde mit den Sequenzen von BAC140H23 und BAC290O3.
Diese BACs beinhalten das DAZ1-Gen (BAC140H23) und das DAZ3-Gen
(BAC290O3) (siehe auch Abb. 1.2).
5´ von DAZL1 auf Chromosom 3 beginnt die genomische Chromosom 3/Y-Homologie
11,7 kb vor DAZL1 Exon1, innerhalb eines THE1C-Elements (Transposon-like Human




Abb. 4.20: Beginn der Sequenz-Homologie zwischen BAC 194G10 (Chromosom 3) stromaufwärts von
DAZL1und den BACs 140H23 und 290O3 (Y-Chromosom). 194G10 ist in der Mitte dargestellt, die Y-
chromosomalen BACs 140H23 und 290O3 darüber und darunter. Die Zahlen beziehen sich auf die
Positionen in den jeweiligen Klonen. Die Homologie zwischen Chromosom 3 und den beiden Y-
chromosomalen Klonen bricht in der internen Sequenz des THE1C-Elements, präzise an der roten Strich-
Markierung, ab.
Ein Teil des homologen Bereich liegt im Y-Chromosom auf beiden BACs dupliziert
vor, so dass man auf dem Y-Chromosom von 4 DAZ-Genen ausgehen kann. Die 4
DAZ-Kopien sind nicht 100 %ig identisch. Sie unterscheiden sich in einzelnen
Nukleotiden (SNVs – Single Nucleotide Variants) und in der Anzahl und Reihenfolge
verschiedener Exone der DAZ-Gene (Fernandes et al., 2002).
Die duplizierten Bereiche sind in gegenläufiger Polarität angeordnet. Zwischen den
duplizierten Bereichen gibt es einen nicht duplizierten Bereich von 2129 bp, der eine
sogenannte ,„Loopstruktur“ ausbilden kann. Den größten Teil des „Loops“ nimmt das
THE1C-Element ein, das auf den Y-chromosomalen Klonen jedoch nicht vollständig
vorhanden ist (s. Abb. 4.20 und 4.21). Der Beginn der Homologie zu Chromosom 3
liegt innerhalb der THE1Cint-Sequenz (int steht für internal). Ebenso innerhalb der
„Loop-Struktur“ liegt der STS-Marker sY579, der 87% Sequenzhomologie zu der





Abb. 4.21a: „Loopstruktur“ zwischen zwei Bereichen mit hoher Homologie im Y-chromosomalen BAC
140H23. In dem BAC 140H23 gibt es zwei Bereiche mit 99% Homologie zueinander, die gegenläufig
angeordnet sind. Zwischen diesen beiden Bereichen gibt es einen nicht duplizierten Sequenzabschnitt von
2140 bp (72554 – 74683), der zur Ausbildung der hier gezeigten „Loopstruktur“ führen kann. Der





Abb. 4.21b: „Loopstruktur“ zwischen zwei Bereichen mit hoher Homologie im Y-chromosomalen BAC
290O3. In dem BAC 290O3 gibt es zwei Bereiche mit 99% Homologie zueinander, die gegenläufig
angeordnet sind. Zwischen diesen beiden Bereichen gibt es einen nicht duplizierten Sequenzabschnitt von
2140 bp (86123 – 88263), der zur Ausbildung der hier gezeigten „Loopstruktur“ führen kann. Der





Flankierende Sequenzen des THE1C-Elements
Die genomische Zielsequenz von THE1-Elementen, also ein Sequenzabschnitt, in den
THE1-Elemente integrieren, wurde mit GYN/AC definiert (Smit, 1993). Y steht hierbei
für C oder T, N für eine beliebige Base. Die das THE1C-Element direkt flankierenden
Sequenzen auf Chromosom 3 und dem Y-Chromosom wurden deshalb auf Über-
einstimmungen mit dieser Consensus-Sequenz untersucht (siehe Abb. 4.22).
Abb. 4.22: Integrationsstellen des THE-Elementes in BAC 194G10 (Chromosom 3) und in den Y-
chromosomalen BACs 140H23 und 290O3. Die Zahlen geben die Position in den jeweiligen Klonen an.
Neben dem THE-Element sind die direkt flankierenden Sequenzen dargestellt. Grün bedeutet
Übereinstimmung mit der Consensus-Sequens der Integrationssite, rot bedeutet Abweichung.
Die 5´-flankierenden Sequenz-Insertions-Regionen entsprechen in BAC 140H23 und
BAC 290O3 vom Y-Chromosom genau der Consensus-Sequenz. Auf der 3´-Seite ist
das THE1C-Element nicht mehr vollständig vorhanden. Man kann also davon ausgehen,
dass auch die ursprüngliche Y-chromosomale Integrations-„Site“ fehlt. Diese
Integration hat wohl vor 36 bis 55 Mio. Jahren stattgefunden, dem Zeitraum der
Entstehung der DAZ-Genfamilie auf dem Y-Chromosom. Da beide LTRs für die
Integration eines transponierbaren Elements notwendig sind (Smit, 1993), kann man
davon ausgehen, dass dieses Y-chromosomale THE1C-Element jetzt nicht mehr aktiv
transponieren kann.
In Chromosom 3 stimmt die Sequenz der Integrations-Site nicht mehr hundertprozentig
mit der Consensus-Sequenz überein. Zwei von 5 Basen zeigen keine Übereinstimmung.
Stromabwärts von DAZL1 endet die Homologie zum Y-Chromosom in Position 148883
in BAC 194G10, also 48,16 kb distal zu DAZL1 Exon 11. Die Grenze befindet sich in






Element (LTR67; Position 148633 – 148700) und dem Long Interspearsed Nuclear
Element (LINE) LIMCa in Position 149318 – 149387.
Das Stück von Chromosom 3, das auf das Y-Chromosom übertragen wurde hat
demnach insgesamt eine Länge von 78447 bp. 11,71 kb stammen stromaufwärts von
DAZL1, der genomische DAZL1-Locus umfasst 18,573 kb und 48,164 kb stammen von
Sequenzen stromabwärts von DAZL1.
4.5.1 Identifizierung der ersten DAZ-Genkopie
DAZL1 und die DAZ-Gene sind heute als paraloge Gen-Sequenzen bekannt, die durch
Duplikation auseinander hervorgegangen sind (Saxena et al., 1996). Paraloge Gene
entwickeln normalerweise neue Funktionen, die allerdings mit der ursprünglichen
Funktion verwandt sind (Tatusov et al., 1997). Ob dies für DAZ und DAZL1 zutrifft,
muss noch geklärt werden. Einen Hinweis auf die Entwicklung neuer Keimbahn-
Funktionen kann aus der Entstehung von Mutationen, vor allem in den Exons, abgeleitet
werden. Eine erhöhte Mutationsrate in intronischen Sequenzen im Vergleich zu den
Exons gibt Hinweise auf die Funktionalität eines Gens. Sind die Mutationsraten in den
Introns und Exons gleich, lässt das auf ein Pseudogen schließen.
Es stellt sich die Frage, welches der vier DAZ-Gene das erste war, das vom DAZL1-
Locus transponiert wurde. Zur Beantwortung dieser Frage wurden die Sequenzen der
vier DAZ-Gene abschnittsweise mit der Sequenz des DAZL1-Gens verglichen. Dazu
wurde das Programm Clustal verwendet. Clustal ist ein Algorithmus der das Alignment
von mehr als zwei Sequenzen ermöglicht. Nukleotide, die in mehreren der verglichenen





Abb. 4.23: Schematische Darstellung der zwei DAZ-BAC-Contigs mit den verschiedenen Exon-
Strukturen der einzelnen DAZ-Gene. Die Nummern über den Exonen entsprechen ihrer jeweiligen
Position in den BAC-Klonen, die darunter angegeben sind (aus Platzgründen nicht bei den Exonen 3 bis
5). Der Buchstabencode für die Exon 7-Varianten entspricht der Nomenklatur von Yen et al., 1997 mit
Ausnahme von Variante G und H, die nicht in Testis-Transkripten detektiert wurden. Die Lokalisierung
der DYS1 EcoRV und TaqI-Fragmente, die für eine bestimmte DAZ-Genkopie spezifisch sind, sind in rot
bzw. blau unter dem Contig dargestellt. Die Lokalisierung der STS-Marker sY152 und (DAZ)-RRM3 in
DAZ1 und DAZ4, Y-DAZ3 in DAZ3 und die A- und B-Allele für die 6 DAZ-SNVs (I-VI a/b) in jeder
DAZ-Kopie sind mit Pfeilen in orange markiert (Fernandes et al., 2002).
In der DNA-Sequenz unterscheiden sich die vier DAZ-Gene (mit Ausnahme von Exon
7) nur in einzelnen Nukleotiden, in sogenannten SNVs (Single Nucleotide Variants)
(Fernandes et al., 2002). Fünf der sechs von Fernandes et al. publizierten SNVs kann
man auf der Sequenz-Ebene mit DAZL1 vergleichen, SNV I bis SNV V. Die häufigste
Übereinstimmung mit der DAZL1-Sequenz zeigt dabei das DAZ2-Gen, das damit als
das ursprünglichste DAZ-Gen angesehen werden kann. SNV VI liegt in einem Bereich
5´ der DAZ-Gene, der keine ausreichende Homologie zur DAZL1-Sequenz aufweist.
Für den folgenden Vergleich der Homologien zwischen dem DAZL1-Gen und der
DAZ-Genfamilie wurde die Sequenz des DAZ2-Gens herangezogen.
4.5.2 Vergleich der Exon-Intron-Mutationsraten zwischen DAZL1 und
DAZ2
Die Homologien zwischen den Exons bzw. Introns wurden bestimmt durch den




HUSAR (siehe Tabelle 4.7). Die Sequenzen stammen aus BAC 194G10 (AC010139)
und XM_042839 (DAZL1 cDNA) für DAZL1 und aus BAC 140H23 (AC053490),
BAC 263A15 (AC007039) und BAC 70G12 (AC006983) für DAZ2. Ein Vergleich der
repetitiven Exon 7-Varianten mit der Exon 7-Sequenz von DAZL1 wird in Abb. 4.24
dargestellt:
        1                                                   50                       72
    7A  GCTTATTCTG CTTATCCACA TTCACCAGGT CAGGTCATCA CTGGATGTCA GTTGCTTGTA TATAATTATC AG
    7B  GCTTACTCTG CTTATCCACA TTCACCAGGT CAGGTCATCA CTGGATGTCA GTTGCTTGTA TATAATTATC AG
    7C  GAATATCCTA CTTATCCCGA TTCAGCATTT CAGGTCACCA CTGGATATCA GTTGCCTGTA TATAATTATC AG
    7D  CCATTTCCTG CTTATCCAAG ATCACCATTT CAGGTCACTG CTGGATATCA GTTGCCTGTA TATAATTATC AG
    7E  GCATTTCCTG CTTATCCAAA TTCACCATTT CAAGTCGCCA CTGGATATCA GTTCCCTGTA TACAATTATC AG
    7F  CCATTTCCTG CTTATCCAAG TTCACCATTT CAGGTCACTG CTGGATATCA GTTGCCTGTA TATAATTATC AG
    7G  GCACACACTA CTCACCCAAA TTCAGCAGTT CACGGCATCA CTAGATATCA TTTGCCTGTA TATAATTATC AG
    7H  ACATATCCTA CTTATCCAAA TTCACCAGGT CAGGTCACCA CTGGGTGTCA GTTGCCTGTA TGTAATTATC AG
    7X  GCATTTCCTG CTTATCCAAA TTCACCAGTT CAGGTCACCA CTGGATATCA GTTGCCTGTA TACAATTATC AG
    7Y  GCATTTCCTG CTTATCCAAG TTCACCATTT CAGGTCACCA CTGGATATCA GTTGCCTGTA TATAATTATC AG
    7Z  GCATTTCCTG CTTATCCAAA TTCAGCAGTT CAGGTCACCA CTGGATATCA GTTCCATGTA TACAATTACC AG
 DAZL1  GCATATCCTA CTTACCCAAA TTCACCAGTT CAGGTCATCA CTGGATATCA GTTGCCTGTA TATAATTATC AG
Abb. 4.24: DAZL1 und DAZ Exon 7-Varianten. Die Consensus-Sequenz ist die Variante 7Y.
Übereinstimmung in allen 12 Sequenzen: blau; Übereinstimmung in 9-11 Sequenzen: rot;
Übereinstimmung in 7-8 Sequenzen: gelb.
Homologien zwischen Exons und Introns von DAZL1:
1. Exons
Exon Sequenzabschnitt Länge in bp Homologie
Exon 1 DAZL1: XM_042839: 1-228




Exon 2 DAZL1: XM_042839: 230 –377




Exon 3 DAZL1: XM_042839: 378 – 468




Exon 4 DAZL1: XM_042839: 469 – 521




Exon 5 DAZL1: XM_042839: 521 – 584




Exon 6 DAZL1: XM_042839: 585 – 724




Exon 7a DAZL1: XM_042839: 725 – 796
DAZ2: 7A: 140H23: 93951 – 94022
7C: 140H23: 96394 – 96465
7D: 140H23: 98785 – 98856
7E: 140H23: 101181 – 101252
7F: 263A15: 331 – 402
7G:140H23: 39936 - 40007
7H: 70G12: 26643 – 26714
7X: 263A15: 9884 – 9955
7Y: 70G12: 9921 – 9992






















Exon 8b DAZL1: XM_042839: 797 – 831 (847)






DAZL1: XM_042839: 962 – 1061






DAZL1: XM_042839: 1062 – 2978








Intron 1 DAZL1: 010139re: 82308 – 88912




Intron 2 DAZL1: 010139re: 89060 – 89332




Intron 3 DAZL1: 010139re: 89424 – 89968




Intron 4 DAZL1: 010139re: 90022 – 90459




Intron 5 DAZL1: 010139re: 90524 – 90622




Intron 6 DAZL1: 010139re: 82308 – 88912




DAZL1: 010139re: 92198 – 92927
DAZ2:
7A: 140H23: 94023 – 96393
Ende der Homologie an Position 94747
(entspricht Position 92927 in DAZL1)
7C: 140H23: 96466 – 98784
Ende der Homologie an Position 97207
(entspricht Position 92927 in DAZL1)
7D: 140H23: 98857 – 101180
Ende der Homologie an Position 99598
(entspricht Position 92927 in DAZL1)
Intron zwischen 7E und 7F:
263A15: 2799 – 5110
Ende der Homologie an Position 3533
(entspricht Position 92927 in DAZL1)
Intron zwischen 7E und 7X
263A15: 14734 – 17038
Ende der Homologie an Position 15468
(entspricht Position 92927 in DAZL1)
Intron zwischen 7X und 7Y
70G12: 204 – 9920
Ende der Homologie an Position 938
(entspricht Position 92927 in DAZL1)
Intron zwischen 7Y und 7Y
70G12: 9993 – 12304
Ende der Homologie an Position 10734
(entspricht Position 92927 in DAZL1)
Intron zwischen 7Y und 7Z
70G12: 21914 – 24226
Ende der Homologie an Position 22655
(entspricht Position 92927 in DAZL1)
Intron zwischen 7Z und 8











DAZL1: 010139re: 91013 (in Intron 6) –
92122             (Ende Intron 6)
DAZ: Intron zwischen 8 und 7H
70G12: 25078 – 26642 (Homologie mit




DAZL1: 010139re: 92198 (Beginn Intron 7)
– 95363 (Ende Intron 9)
DAZ: Intron zwischen 7H und DAZ Exon 9















Intron DAZ 9 /
DAZL1 10
DAZL1: 010139re: 95462 – 98797







Tab. 4.7: Homologie zwischen DAZL1 und DAZ 2 in den einzelnen Exons und Introns.
a Exon 7 liegt in den DAZ-Genen repetitiv vor. Es gibt 9 verschiedene Exon 7-Varianten (7A, 7B, 7C, 7D,
7E, 7F, 7X, 7Y und 7Z), von denen in DAZ 2 8 verschiedene zu finden sind. Die verschiedenen
Varianten von Exon 7 sind in Abb. 4.24 dargestellt.
b Das Exon 8 von DAZ ist kürzer als das von DAZL1. Die Position 25077 in 70G12 entspricht Position
831 in XM_042839. Der Rest von DAZL1 Exon 8 befindet sich im DAZ-Gen im Intron.
c Auch Exon 9 von DAZL1 wird im DAZ-Gen nicht transkribiert. Es liegt hier ebenfalls als Intron vor.
Folglich entspricht DAZ Exon 9 dem Exon 10 von DAZL1 und DAZ Exon 10 dem Exon 11 von DAZL1.
Das zwischen DAZ2 und DAZL1 am stärksten konservierte Exon ist Exon 5 mit einer
Homologie von 97%. Am wenigsten konserviert ist Exon 1, hier beträgt die Homologie
zwischen DAZ2 und DAZL1 83,9%. Dieses Exon ist in DAZ2 mit 269 bp auch 40 bp
länger als DAZL1 Exon 1 mit 229 bp. Im Durchschnitt beträgt die Homologie zwischen
DAZL1 und DAZ in den Exonen 90,35% und in den Introns 85,5%.
4.6 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) von CosCaja-
DAZL1 auf Metaphase-Chromosomen von Callithrix jacchus
Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurde die Sequenzierung der DAZL1-cDNA von
Callithrix jacchus durchgeführt. Mit 1350 bp war die Callithrix-cDNA als FISH-Sonde
zu kurz. (Grossmann, 1997). Mit dem Cosmid CosCajaDAZL1 stand nun eine gute
FISH-Sonde zur Verfügung. Da das humane Chromosom 3 nach der Nomenklatur von
Dutrillaux und Couturier (1981) und Soares (1982) den Chromosomen 15 und 17 von
Callithrix jacchus entspricht (Sherlock et al., 1996), ging man davon aus, dass das
DAZL1-Gen auf eines dieser beiden Chromosomen kartiert. Gleichzeitig mit der
DAZL1-Sonde wurde daher einmal eine FITC-markierte Paint-Probe für Callithrix
jacchus Chromosom 15 und einmal eine FITC-markierte Paint-Probe für Callithrix
jacchus Chromosom 17 hybridisiert. In Abb. 4.25 ist die Hybridisierung mit der WCP




Abb. 4.25: FISH von CosCajaDAZL1 auf ein Chromosomenpräparat von Callithrix jacchus (_). Links:
inverse DAPI-Färbung (G-Bänderung). Rechts: Cy3-Signale (DAZL1) und FITC-markierte Painting-
Probe für Callithrix jacchus Chromosom 17 (CJA 17). Auf CJAChromosom 17 sind deutlich die Signale
des DAZL1-Cosmid-Klons zu erkennen (gelb).






Die DAZL1-Mutationsanalyse ist teilt sich in drei Ebenen: Zunächst erfolgt eine
molekular-zytogenetische Deletionsanalyse mit der FISH (Fluoreszenz in situ
Hybridisierung)-Technik, die es ermöglicht, homo- oder heterozygote Deletionen des
gesamten DAZL1-Locus zu detektieren. Der zweite Ansatz ist eine Mutationsanalyse
auf der Ebene der Transkription. Hierbei wird die RNA als Produkt der Transkription
untersucht. Es folgt die Mutationsanalyse auf der Ebene der DNA direkt mit der Suche
nach Punktmutationen mit Hilfe der Temperatur modulierten Heteroduplex Analyse
(TMHA). Eine Zusammenfassung aller Ergebnisse der DAZL1-Mutationsanalyse ist in
Anhang VI dargestellt.
4.7.1 DAZL1-Deletionsanalyse mittels Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH)
Die isolierten genomischen DAZL1-Klone haben sich als sehr instabil herausgestellt. In
dieser Region gibt es offensichtlich Sequenzabschnitte, die Rearrangements wie z. B.
die Transposition des THE1-Elements auf das Y-Chromosom begünstigen. In diesem
Bereich ist daher mit einem höheren Aufkommen an Deletionen zu rechnen, die den 19
kb langen genomischen Abschnitt, der das DAZL1-Gen enthält, umfassen können.
Aufgrund der Daten über das Transkriptions- und Expressionsmuster von DAZL1 beim
Menschen und in den verschiedenen Tiermodellen, insbesondere der Dazl1-„Knock-
out“-Maus von Ruggiu et al., 1997, kann man davon ausgehen, dass ein kompletter
Ausfall des DAZL1-Gens im Menschen bei der Frau dazu führt, dass keine reifen
Eizellen mehr gebildet werden. Klinisch entspricht dies dem Phänotyp einer primären
Amenorrhoe. (Boss und Jäckle, 1994).
Wenn nur eines der beiden DAZL1-Gene ausfallen würde, lässt sich vermuten, dass
diese Frauen einen kleineren Oozyten-Vorrat als gesunde Kontrollpersonen haben. Der
klinische Phänotyp, der in einem solchen Fall auftritt, ist das POF (Premature Ovarian
Failure)-Syndrom.
Mit Hilfe der FISH-Technik wurde mit dem BAC 194G10 als Sonde (siehe Abb. 4.26)
eine Analyse auf zytogenetisch nicht detektierbare Mikrodeletionen im Bereich des




Abb. 4.26: Position der verwendeten FISH-Sonden. Mit Hilfe von BAC 194G10 analysiert man, ob die
Region, von Chromosom 3, die das DAZL1-Gen enthält, in einem oder beiden Chromosomen 3 deletiert
ist. Mit der Sonde 793P23 in 3p21 kann man durch eine unterschiedliche Farbmarkierung eine
parazentrische Inversion auf dem langen Arm von Chromosom 3 erkennen. Die Sonde 358H7 auf dem X-
Chromosom stammt aus dem POF1-Locus in Xq26-Xqter.
Mit in die Analyse einbezogen wurden auch zwei Patientinnen mit einer bekannten
Inversion 3 (p13 p25), REYMAR und VANDIR. Hier sollte untersucht werden, ob der
Inversions-Bruchpunkt innerhalb des DAZL1-Locus liegt.
Die Inversion 3 (p13p25) ist eine der häufigsten parazentrischen Inversionen beim
Menschen (Fryns et al., 1986). Sie betrifft den kurzen Arm von Chromosom 3. Der
distale Inversionsbruchpunkt liegt in der Bande 3p25, es könnte also auch das DAZL1-
Gen unterbrochen werden. Die zweite Sonde für die FISH-Analyse wurde daher aus
dem Bereich 3p21 gewählt, so dass man eine Inversion in diesem Bereich mit Zwei-
Farben-FISH detektieren kann (siehe Abb. 4.26). Bei einer parazentrischen Inversion
werden die Farbspots auf dem kurzen Arm von Chromosom 3 umgekehrt. Als eine
dritte Sonde wurde in dem gleichen Experiment der PAC 358H7 verwendet. Er kartiert
auf Chromosom X in der Bande Xq26 im POF1-Locus. Der PAC enthält auf dem
Vorwärts-Strang das nur aus einem Exon bestehende Gen E2F (ein
Transkriptionsfaktor) und auf dem negativen Strang ein Teil von Intron 2 und Exon 3










Abb. 4.27: Der POF1-Locus auf Xq26-qter.Dargestellt ist ein PAC-Contig, das die gesamte POF1-
Region überspannt, zwei Marker aus dieser Region und die Gene, die im POF1-Locus liegen. Aus
Davison et al., 2000.
Die Verwendung dieser Sonde ermöglicht es somit, innerhalb eines Experimentes auch
potentielle Deletionen im schon bekannten POF1-Locus zu identifizieren.
Da nicht von allen POF-Patientinnen Chromosomensuspension zur Verfügung stand,
wurden folgende POF-Patientinnen wurden mittels FISH-Analyse untersucht: POF 6, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 18, 19, 20, 22, 23, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 40,
und 41. Es wurden jeweils mindestens zehn Metaphasen ausgewertet.
Ergebnis der FISH-Analyse:
Bei den beiden Patientinnen mit der heterozygoten parazentrischen Inversion auf
Chromosom 3 befand sich der Inversions-Bruchpunkt in beiden Fällen distal zum
DAZL1-Locus in 3p25. In Abb. 4.28 ist das Ergebnis exemplarisch für die Patientin
REYMAR dargestellt: Auf einem der beiden Chromosomen 3 hybridisiert die FITC-
markierte (grüne) Sonde distal zu der Cy3 (rot) markierten Sonde 793P23, wie es dem
normalen, in Abb. 4.26 dargestellten Chromosom 3 entspricht. Auf dem zweiten
Chromosom 3 ist die Abfolge der Signale umgekehrt: das rote Signal von der Sonde
793P23 liegt distal zum grünen Signal der Sonde 194G10. Dieser Bereich ist invertiert.
Die grünen Doppelspots auf den beiden X-Chromosomen stammen von




Abb. 4.28 Ergebnis der FISH-Analyse bei der Patientin REYMAR mit einer parazentrischen Inversion 3
(p13 p25). Verwendete Sonden: 194G10 x FITC (grüne Signale auf Chromosom 3), 793P23 x Cy3 (rote
Signale auf Chromosom 3) und 358H7 x FITC (grüne Signale auf dem X-Chromosom). Das mit dem
blauen Pfeil markierte Chromosom 3 zeigt die Inversion, das mit dem weißen Pfeil markierte Chromosom
3 hat keine Inversion..
Bei den untersuchten POF-Patientinnen konnte weder eine Deletion des DAZL1-Locus
noch eine mit diesen Sonden detektierbare parazentrische Inversion auf dem kurzen
Arm von Chromosom 3 festgestellt werden. Auch der Bereich des PACs 358H7 im
POF1-Locus auf dem X-Chromosom war bei keiner der untersuchten POF-Patientinnen
deletiert.
In Abb. 4.29 ist exemplarisch das Ergebnis der FISH-Analyse von Patientin POF 6
dargestellt. Auf beiden Chromosomen 3 kann man rote und grüne Doppelspots auf dem
kurzen Arm erkennen. Die grünen Spots stammen von der FITC-markierten Sonde
194G10 (gelbe Pfeile). Sie liegen distal zu der DIG-markierten rot gefärbten Sonde
793P23 (rote Pfeile). Es hat also in diesem Bereich keine Inversion auf dem langen Arm
von Chromosom 3 stattgefunden. Auf dem langen Arm der beiden X-Chromosomen ist
jeweils ein grüner Doppelspot zu erkennen: die Sonde 358H7 aus der POF1-Region hat





Abb. 4.29: FISH-Bild von der Patientin POF6 (Karyotyp: 46, XX) mit den Sonden 194G10 x FITC
(gelbe Pfeile), 793P23 x Cy3 (rote  Pfeile) und 358H7 x FITC (orange Pfeile)
4.7.2 DAZL1-Mutationsanalyse in POF-Patientinnen auf RNA-Ebene
Die genetische DAZL1-Funktion ist bei Frauen spezifisch in Ovarien zu erwarten. Von
den Patientinnen steht jedoch kein Ovarialgewebe zur Verfügung. Um eine RNA-
Analyse durchführen zu können, muss DAZL1 auch in Lymphozyten in ausreichender
Menge transkribiert werden. Chelly et al. und Sarkar und Sommer haben 1989 belegt,
dass eine basale Transkription gewebespezifischer Gene auch in Lymphozyten möglich
ist. Es wurde daher versucht, aus Lymphozyten DAZL1-mRNA über eine RT-PCR
darzustellen.
Von den POF-Patientinnen wurde die Gesamt-RNA aus Lymphozyten isoliert und eine
reverse Transkription mit einem DAZL1-spezifischen „reverse“-Primer durchgeführt.
Der Primer (355Ex7-8rev) überspannt die Exon-Grenze zwischen Exon 7 und 8 (siehe
Anhang I). Er wird für die Umschreibung der mRNA in cDNA verwendet.
Anschließend an die DAZL1 cDNA-Synthese erfolgt eine sogenannte „nested“ PCR mit
den Primern 355Ex2-3for und 355Ex5-6rev (siehe Anhang I). 355Ex2-3for überspannt
die Grenze zwischen Exon 2 und Exon 3, 355Ex5-6rev überspannt die Grenze zwischen
Exon 5 und Exon 6. Damit wird sichergestellt, dass nur cDNA und keine genomische
DNA amplifiziert werden kann. Das resultierende PCR-Produkt hat eine Länge von 232




Von folgenden POF-Patientinnen wurde die Mutationsanalyse durchgeführt: POF 1,
POF 4 bis 24, POF 26 bis 48 und POF 50 bis 59. Von den nicht getesteten Patientinnen
war kein Material zur Isolierung von RNA zugänglich.
Abb. 4.30: 2%iges Agarosegel mit den Produkten der RT-PCR mit anschließender nested-PCR zum
Nachweis von DAZL1-Transkripten aus Vollblut der Patientinnen POF 17, POF 18 und POF 19.
Als Positivkontrolle für die RNA-Extraktion und die PCR wird bei jeder Patientin das
ubiquitär transkribierte DBX-Gen mitgetestet. Hierzu wurde für die Erststrangsynthese
(RT-PCR), der Primer cDBXex6-7rev und für die anschließende „nested“-PCR die
Primer cDBXex3-4for und cDBXex6-7rev verwendet. Das resultierende PCR-Fragment




Abb. 4.31: 2%iges Agarosegel mit den Produkten der RT-PCR mit anschließender nested-PCR zum
Nachweis von DBX-Transkripten aus Vollblut der Patientinnen POF 17, POF 18 und POF 19
(Positivkontrolle).















POF1 + + - POF33 + + -
POF4 + + - POF34 + + -
POF5 + + - POF35 + + -
POF6 + + - POF36 + + -
POF7 + + - POF37 + + -
POF8 + + - POF38 + + -
POF9 + + - POF39 + + -
POF10 + + - POF40 + + -
POF11 + + - POF41 + + -
POF12 + + - POF42 + + -
POF13 + + - POF43 + + -
POF14 + + - POF44 + + -
POF15 + + - POF45 + + -
POF16 + + - POF46 + + -
POF17 + + - POF47 + + -
POF18 + + - POF48 + + -
POF19 + + - POF50 + + -
POF20 + + - POF51 + + -
POF21 + + - POF52 + + -
POF22 + + - POF53 + + -
POF23 + + - POF54 + + -




POF26 + + - POF56 + + -
POF27 + + - POF57 + + -
POF28 + + - POF58 + + -
POF29 + + - POF59 + + -
POF30 + + -
POF31 + + -
POF32 + + -
Tab. 4.8: Ergebnisse der RT-PCR-Experimente zum Nachweis von DAZL1-Transkripten in Leukozyten
von POF-Patientinnen. Positivkontrolle: DBX. Negativkontrolle: H2O.+: PCR-Produkt vorhanden, -: kein
PCR-Produkt nachweisbar.
Bei allen getesteten Patientinnen konnte das DAZL1-Transkript im Blut nachgewiesen
werden. Auch die DBX-Kontrolle war in allen Fällen positiv.
4.7.3 DAZL1-Mutationsanalyse an POF-Patienninen auf DNA-
Sequenzebene
Auf der Ebene der DNA wurde an 46 POF-Patientinnen (siehe Anhang VI) ein
Mutationsscreening mit Hilfe der Temperatur modulierten Heteroduplex-Analyse
(TMHA) durchgeführt. Diese Methode ist in der Literatur und im allgemeinen
Sprachgebrauch besser als DHPLC (Denaturing High Performance Liquid
Chromatography) bekannt. Mit dieser Methode ist es möglich, eine große Anzahl von
Patientinnen auf Mutationen in der DNA zu testen. Die Temperatur modulierte
Heteroduplex Analyse (TMHA) erlaubt die Detektion von Veränderungen in DNA-
Sequenzen auf der Ebene von einzelnen Nukleotiden durch die Bildung von
Heteroduplex-Moleküen.
Für ein Screening auf Punktmutationen wurden Exon 3 und 5 aus dem hoch
konservierten Bereich der RRM-Domäne, Exon 6 aufgrund seiner geringen Homologie
zu den DAZ-Genen und das DAZL1-spezifische Exon 9 ausgewählt. Das Exon 4 aus
der RRM-Domäne konnte aufgrund technischer Schwierigkeiten mit dieser Methode
nicht analysiert werden.
Alle Genabschnitte, bei denen die TMHA Hinweise auf eventuelle Mutationen ergab,
wurden sequenziert und auf Mutationen untersucht.
4.7.3.1 Mutationsanalyse von Exon 3




Um alle Mutationen in Exon 3 und auch mögliche Mutationen in den „Splice-Sites“
erfassen zu können, wurde der „forward“-Primer in Intron 2 gelegt und der „reverse“-
Primer in Intron 3.
Primer für Exon 3:
DAZLMA3for: 5´- GTC ACA TCA TCG AAC CTT C – 3´
DAZLMA3rev: 5´- CTC TAT ACG TGG CTA GAG T – 3´
Sequenzabschnitt in 010139re:
   89201  CTTTGACAAA GAGCTACTGG TCATTTGGGG ATAAATGGGG GAGAAATTGT
            DAZLMA3for →
   89251  CACATCATCG AACCTTCTTT TAGTAAAATT AAAATTTTTG AATGCTGAAT
   89301  TTTTACTCTT GAAGTTCAAT TCTTTTCCAT AGATGGATGA AACTGAGATT
   89351  AGAAGCTTCT TTGCTAGATA TGGTTCAGTG AAAGAAGTGA AGATAATCAC    Exon 3
   89401  TGATCGAACT GGTGTGTCCA AAGGGTGAGT AATTTTATCA AAAATATCTG
   89451  AACTCTAGCC ACGTATAGAG TATCAGAGAA GACTTCAAAA TTGGTATTCT
        ← DAZLMA3rev
   89501  GACACTTAAC ATAAATTTGT TGCTGTGTTA ATTTCTTTCA TGTAGAGGAT
Die Länge des amplifizierten PCR-Produkts beträgt 222 bp (siehe Abb. 4.32).
Abb. 4.32: Ausschnitt aus einem 1,5% Agarosegel mit PCR-Produkten der Primer DAZLMA3for und
DAZLMA3rev bei den POF-Patientinnen POF 36 bis POF 45. Bei den Patientinnen POF 39 und POF 40
fand keine Amplifikation statt.
Bei folgenden 10 Patientinnen war es nicht möglich, mit den Primern DAZLMA3for















































46 und 48. Da diese Patientinnen eine Mutation im Bereich der Primersequenzen haben
könnten, wurde ein zweiter „forward“-Primer entwickelt (DAZLMAEx3fornew), der 39
bp „upstream“ von DAZLMA3for liegt:
                      DAZLMAEx3fornew_
   89201  CTTTGACAAA GAGCTACTGG TCATTTGGGG ATAAATGGGG GAGAAATTGT
            DAZLMA3for →
   89251  CACATCATCG AACCTTCTTT TAGTAAAATT AAAATTTTTG AATGCTGAAT
Mit dem Primerpaar DAZLMAEx3fornew und DAZLMAEx3rev konnte in diesen 10
Patientinnen das Exon 3 amplifiziert werden und die Mutationsanalyse durchgeführt
werden.
Abb. 4.33: Ausschnitt aus einem 1,5% Agarosegel mit PCR-Produkten der Primer DAZLMA3fornew
und DAZLMA3rev bei den POF-Patientinnen POF 1, 4, 7, 14, 23, 32, 39, 40, 46 und 48.
Bedingungen für das DHPLC-Experiments:
Als Puffergradient für ein optimales Elutionsprofil hat sich bei einer Ofentemperatur
von 54°C folgendes Verhältnis von Puffer A zu Puffer B herauskristallisiert:
Zeitintervall % Puffer A % Puffer B
0 – 0,5 min 50 50
0,5 –3 min 47 53





4.7.3.1.2 Ergebnisse der TMHA für Exon 3:
Bei der Durchführung der THMA von Exon 3 konnte in allen 46 untersuchten POF-
Patientinnen eine Kurve identifiziert werden, die von der Exon 3- Standardkurve
abwich: Exon 3 von POF 43 (vgl. Abb. 4.34a und Abb. 4.34b).




Abb. 4.34b: DHPLC-Kurve von POF 43 Exon 3 (DAZL1)
4.7.2.1.3 Ergebnis der Exon 3- Sequenzanalyse:
Mit Hilfe von Cycle-Sequencing wurde das Exon3-PCR-Produkt von POF 43
sequenziert. In Intron 2 von POF 43 findet sich gegenüber der Referenzsequenz
(reverse-komplementäre Sequenz von BAC 194G10) ein homozygoter Basenaustausch




Abb. 4.35: Ausschnitt aus der Sequenzkurve von POF 43, Exon 3. Der Pfeil markiert den homozygoten
Basenaustausch. Die Wildtyp-Sequenz aus BAC 194G10 ist in schwarz unter dem Sequenzausschnitt von
Patientin POF 43 dargestellt.
Der Basenaustausch befindet sich innerhalb des Primers DAZLMA3for:
                      DAZLMAEx3fornew_
   89201  CTTTGACAAA GAGCTACTGG TCATTTGGGG ATAAATGGGG GAGAAATTGT
                        POF 43: homozygot A
          DAZLMA3for → _
   89251  CACATCATCG AACCTTCTTT TAGTAAAATT AAAATTTTTG AATGCTGAAT
   89301  TTTTACTCTT GAAGTTCAAT TCTTTTCCAT AGATGGATGA AACTGAGATT
   89351  AGAAGCTTCT TTGCTAGATA TGGTTCAGTG AAAGAAGTGA AGATAATCAC    Exon 3
   89401  TGATCGAACT GGTGTGTCCA AAGGGTGAGT AATTTTATCA AAAATATCTG
   89451  AACTCTAGCC ACGTATAGAG TATCAGAGAA GACTTCAAAA TTGGTATTCT
        ← DAZLMA3rev
   89501  GACACTTAAC ATAAATTTGT TGCTGTGTTA ATTTCTTTCA TGTAGAGGAT
4.7.3.2 Mutationsanalyse von Exon 5 und 6
4.7.3.2.1 Primer und Bedingungen für die Mutationsanalyse von Exon 5 und 6
Der „forward“-Primer wurde in Intron 4 gelegt, der „reverse“-Primer in Intron 6. So war
es möglich, mit nur einem Primerpaar zwei Exone auf Mutationen zu überprüfen.




Primer für die Exone 5 und 6:
DAZLMA56for: 5´- GGT GTT CAT CCA AGT CTT G –3´
DAZLMA56rev: 5´- CTC AGA AGG TAC GAT GAC T –3´
Sequenzabschnitt in 010139re:
                                                    DAZLMA56for_
   90351  ACTGATCTTC TATGATAATA GGAATTTTAG AAGACTTTAG GTGTTCATCC
   90401  AAGTCTTGGA AGTAAAGACT TGAAAATTGA TTCTAGTTTT GTTACTGTTT
   90451  TATTTTCAGT CACAGATAAA TTTCCATGGT AAAAAGCTGA AGCTGGGCCC    Exon 5
   90501  TGCAATCAGG AAACAAAATT TATGTGAGTA CAAAAAGAAA TTGTTCTTTT
   90551  TAAACATAAA AGAAATTGTG TAGCTTTTCA AAGAACTAAA AATAGGCCTT
   90601  TTCTTTTTGC TTTTCAAAAA GGTGCTTATC ATGTGCAGCC ACGTCCTTTG
   90651  GTTTTTAATC ATCCTCCTCC ACCACAGTTT CAGAATGTCT GGACTAATCC    Exon 6
   90701  AAACACTGAA ACTTATATGC AGCCCACAAC CACGATGAAT CCTATAACTC
   90751  AGTATGTTCA GGTAAGAATT GCTTAACGTT CCTATTCTCT TGTTTATTGT
   90801  AGTCATCGTA CCTTCTGTGG AATTACATCC AATTTCTGTA GTAAGTGGTA
               _DAZLMA56rev
Die Länge des amplifizierten PCR-Produkts beträgt 430 bp.
Abb. 4.36: Ausschnitt aus einem 1,5% Agarosegel mit PCR-Produkten der Primer DAZLMA56for und


































Bedingungen für die DHPLC:
Als Puffergradient für ein optimales Elutionsprofil hat sich bei einer Ofentemperatur
von 58°C folgendes Verhältnis von Puffer A zu Puffer B herauskristallisiert:
Zeitintervall % Puffer A % Puffer B
0 – 0,5 min 50 50
0,5 – 5 min 45 55
ab 5 min 36 64
4.7.3.2.2 Ergebnisse der TMHA für Exon 5 und 6
Beim Screenen der Exone 5 und 6 wichen die Kurven von 2 Patientinnen von der
Standardkurve ab: POF 10 und POF 12 (siehe Abb. 4.37a und 4.37b).









4.7.3.2.3 Ergebnis der Sequenzanalyse von Exon 5 und 6
Mit „Cycle-Sequencing“ wurden die Exone 5 + 6 –PCR-Produkte der Patientinnen POF
10 und 12 sequenziert.
Bei beiden Patientinnen wurde jeweils im Intron 5 ein identischer Basenaustausch
festgestellt. An Position 90551 in der Referenzsequenz ist in beiden Fällen heterozygot
ein T gegen ein C ausgetauscht (siehe Abb. 4.38).
Abb. 4.38: Ausschnitt aus der Sequenzkurve von POF 12, Exon 5 und 6. Der Pfeil markiert den
heterozygoten Basenaustausch. Man hat an dieser Stelle sowohl einen blauen Peak für Cytosin als auch
einen roten Peak, der eine Thymin-Base symbolisiert. Die Wildtyp-Sequenz aus BAC 194G10 ist in
schwarz angegeben.
Der Basenaustausch befindet sich in Intron 5 an Position 90551:





                                                    DAZLMA56for_
   90351  ACTGATCTTC TATGATAATA GGAATTTTAG AAGACTTTAG GTGTTCATCC
   90401  AAGTCTTGGA AGTAAAGACT TGAAAATTGA TTCTAGTTTT GTTACTGTTT
   90451  TATTTTCAGT CACAGATAAA TTTCCATGGT AAAAAGCTGA AGCTGGGCCC    Exon 5
   90501  TGCAATCAGG AAACAAAATT TATGTGAGTA CAAAAAGAAA TTGTTCTTTT
           POF 10: heterozygot T/C
          _POF 12: heterozygot T/C
   90551  TAAACATAAA AGAAATTGTG TAGCTTTTCA AAGAACTAAA AATAGGCCTT
   90601  TTCTTTTTGC TTTTCAAAAA GGTGCTTATC ATGTGCAGCC ACGTCCTTTG
   90651  GTTTTTAATC ATCCTCCTCC ACCACAGTTT CAGAATGTCT GGACTAATCC    Exon 6
   90701  AAACACTGAA ACTTATATGC AGCCCACAAC CACGATGAAT CCTATAACTC
   90751  AGTATGTTCA GGTAAGAATT GCTTAACGTT CCTATTCTCT TGTTTATTGT
   90801  AGTCATCGTA CCTTCTGTGG AATTACATCC AATTTCTGTA GTAAGTGGTA
               _DAZLMA56rev
4.7.3.3 Mutationsanalyse von Exon 9
4.7.3.3.1 Primer und Bedingungen für die Mutationsanalyse von Exon 9
Um alle Mutationen in Exon 9 und auch mögliche Mutationen in den „Splice-Sites“
erfassen zu können, wurde der „forward“-Primer in Intron 8 gelegt und der „reverse“-
Primer in Intron 9.
Primer für Exon 9:
DAZLMA9for: 5´- CAG AAG GCT GCC TTA CTG –3´





                        DAZLMA9for_
   93551  CATTCTAAAA CAGAAGGCTG CCTTACTGTA TTTCAACTGT TCATTTAAAA
   93601  CAAAGTTTTT GAAATAATAT AATTGAATTT CAACACAACC TACATTGAAA
   93651  CTTTTGATAC CAGCTTAGCT TTTTGAAGAA TAAGTGGCTT TTAAATATAT
   93701  CTGTATATCT GTTTAATTAC ACTTTCATTA TTTTAAATAT AGGCTTATTC
   93751  AGCTGTTAAC TACCACTGTA ATGAAGTTGA TCCAGGAGCT GAAGTTGTGC    Exon 9
   93801  CAAATGAATG TTCAGTTCAT GAAGCTACTC CACCCTCTGG AAATGGCCCA
   93851  CAAAAGGCAA ACATCTAATT TTGTTTATAT ATATTTCATA TTTATTTTTT
   93901  CTAGTTTTAA TAATGGTTTT TTGAGAAGCA ATCATCCTTC AGCAGAAATT
                                            _DAZLMA9rev
Die Länge des amplifizierten PCR-Produkts beträgt 386 bp.
Abb. 4.39: Ausschnitt aus einem 1,5% Agarosegel mit PCR-Produkten der Primer DAZLMA9for und
DAZLMA9rev bei den POF-Patientinnen POF 13 bis POF 22. Die Fragmente haben eine Länge von
jeweils 386 bp.
Bedingungen für die DHPLC:
Als Puffergradient für ein optimales Elutionsprofil hat sich bei einer Ofentemperatur
von 56°C folgendes Verhältnis von Puffer A zu Puffer B herauskristallisiert:
Zeitintervall % Puffer A % Puffer B
0 – 0,5 min 48 52
0,5 – 5 min 43 57













































4.7.3.3.2 Ergebnisse der TMHA für Exon 9
Beim Screening von Exon 9 gab es drei von der Standardkurve abweichende Kurven:








Abb. 4.40: DHPLC-Kurven für DAZL1 Exon 9.
a): Standardkurve
b): DHPLC-Kurve von POF 6, Exon 9
c): DHPLC-Kurve von POF 29, Exon 9
d): DHPLC-Kurve von POF 30, Exon 9
4.7.3.3.3 Ergebnis der Exon 9-Sequenzanalyse
Das Exon 9 der POF-Patientinnen POF 6, POF 29 und POF 30 wurden mehrmals






4.8.1 SNP Nr. 1
Es war sehr auffällig, dass es bei der DHPLC-Analyse von Exon 3 bei 11 Patientinnen
nicht möglich war das Exon mit den zunächst ausgewählten gewählten Primern zu
amplifizieren. Mit dem neuen, 5´ gelegenen „Forward“-Primer DAZLMAEx3fornew
konnte man ein PCR-Produkt erhalten. Obwohl mit Hilfe der DHPLC-Analyse keine
Hinweise auf Mutationen bei diesen Patientinnen erhalten wurden, konnte man doch
davon ausgehen, dass sich innerhalb des ersten Primers, DAZLMAEx3for eine
Mutation befinden muss. Es wurde daher eine Sequenzanalyse der Exon 3- PCR-
Produkte der 11 POF-Patientinnen durchgeführt, bei denen man mit dem ursprünglichen
Primer kein PCR-Produkt erhalten hat. Als Positivkontrollen wurden die Exon 3-PCR-
Produkte von einer weiblichen Kontrolle (HÜLKAR) und von POF 10 sequenziert. Bei
dieser Patientin gab es keine Probleme bei der Amplifikation von Exon 3 mit den
Primern DAZLMAEx3for und DAZLMAEx3rev.
Das Ergebnis der Sequenzanalyse ist in Tabelle 4.9 zusammengefasst (in BAC194G10
befindet sich an Position 89264 ein C):
Patientin Base an Position 89264 in
194G10
POF 1 homozygot A
POF 4 homozygot A
POF 7 homozygot A
POF 13 homozygot A
POF 14 heterozygot A/C
POF 23 heterozygot A/C
POF 32 homozygot A
POF 39 homozygot A
POF 43 homozygot A
POF 46 heterozygot A/C
POF 48 heterozygot A/C
POF 10 heterozygot A/C
HÜLKAR heterozygot A/C
Tab. 4.9: Genotypen der verschiedenen POF-Patientinnen hinsichtlich SNP 1. Die beiden Kontrollen
POF 10 und HÜLKAR sind hellgrau unterlegt.
Sowohl POF 10 als auch die weibliche Kontrolle (HÜLKAR) sind heterozygot für die
Base an Position 89264 in 194G10. Das heterozygote C/A-Muster an dieser Position




wird dieser Polymorphismus SNP1 genannt. Um festzustellen, ob dieser
Polymorphismus homozygot vorhanden als Ursache für das POF-Syndrom in Frage
kommt, wurden alle verfügbaren POF-Patientinnen und eine statistisch signifikante
Anzahl normal fertiler Personen auf  diesen DAZL1- Polymorphismus hin untersucht.
In allen Fällen ein Cycle-Sequencing durchzuführen, wäre sehr aufwändig gewesen.
Eine RFLP (Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus)-Analyse kam nicht in
Frage, da der Polymorphismus an dieser Stelle nicht zur Entstehung beziehungsweise
zum Wegfall einer Schnittstelle für eine spezifische Restriktionsendonuklease führt.
Statt dessen wurde die Analyse mit Hilfe von ARMS (Amplification Refractory
Mutation System), dessen Prinzip ausführlich in Kap. 3.9 erläutert ist, durchgeführt.
Als Forward-Primer dienten die Primer DAZLPolymA beziehungsweise
DAZLPolymC. Sie sind so gewählt, dass die letzte Base des Primers (das 3´-Ende)
genau auf dem Polymorphismus liegt (siehe Abb. 4.41).
          DAZLPolymA    GTCACATCATCGAACCTTA
          DAZLPolymC    GTCACATCATCGAACCTTC
89231 ATAAATGGGGGAGAAATTGTCACATCATCGAACCTTCTTTTAGTAAAATTAAAATTTTTG
AATGCTGAATTTTTACTCTTGAAGTTCAATTCTTTTCCATAGATGGATGA AACTGAGATTAGAAGC
TTCT TTGCTAGATA TGGTTCAGTG AAAGAAGTGA AGATAATCACTGATCGAACTGGTGTGTCC   Exon 3
AAAGGGTGAGTAATTTTATCAAAAATATCTGAACTCTAGCC ACGTATAGAGTATCAGAGAA 89480
                                    ← DAZLMA3rev
Abb. 4.41: Ausschnitt aus der reverse-komplementären Sequenz von BAC 194G10 mit orange
unterlegtem Exon 3. Grün und gelb unterlegt sind die Sequenzen der beiden alternativen „Forward-
Primer“ DAZLPolymA und DAZLPolymC, die sich nur im letzten, 3´gelegenen Nukleotid unterscheiden.
Die Sequenz des gemeinsamen „Reverse-Primers“ DAZLMA3rev ist türkis unterlegt.
Die PCR-Bedingungen wurden so eingestellt, dass man nur dann ein Produkt erhält,
wenn der Primer 3´genau die Base hat, die in der entsprechenden Template-DNA
vorhanden ist. Als „reverse“-Primer dient jeweils DAZLMA3rev. Ist eine Person in
SNP 1 homozygot für C, erhält man nur ein Produkt mit dem Primer DAZLPolymC,
jedoch kein Produkt mit dem Primer DAZLPolymA als „forward“-Primer.
Entsprechendes gilt in umgekehrter Weise für den Primer DAZLPolymA. Ist eine
Person heterozygot für SNP1, erhält man mit beiden Primern ein PCR-Produkt. Die




In Abb. 4.42 sieht man das Ergebnis der PCRs für eine Person, die homozygot A für
den Polymorphismus ist (POF 43), eine Person, die herterozygot ist (POF 48) und die
PCR mit dem BAC 1974G10 als Template, bei dem nur die Variante C vorliegt.
Abb. 4.42: ARMS-PCR mit POF 43 (homozygot A), POF 48 (heterozygot) und BAC 194G10 (Base C an
Position 89264)
Getestet wurden insgesamt 56 POF-Patientinnen Ebenfalls wurde die genomische DNA
von 66 Frauen, die nicht an POF leiden und von 28 Männern getestet. Die Männer sind
zum Teil Väter der weiblichen Kontrollen. Dadurch konnte auch die Reproduzierbarkeit
des ARMS-Tests für den DAZL1-Intron 2-Polymorphismus überprüft werden.
Ergebnis der ARMS-Analyse von SNP No.1:
POF-Patientinnen: 56
homozygot A: 18 (32,1 %)
homozygot C: 12 (21,4 %)
heterozygot: 26 (46,5 %)
Kontrollen ges.: 94 männlich: 28 weiblich: 66
homozygot A: 25 (26,6 %) homozygot A: 6 (21,4 %) homozygot A: 19 (28,8 %)
homozygot C: 19 (20,2 %) homozygot C: 9 (32,2 %) homozygot C: 10 (15,2 %)
heterozygot: 50 (53,2 %) heterozygot: 13 (46,4 %) heterozygot: 37 (56 %)
TOTAL: 150
homozygot A: 43  (28,7 %)  95% Konfidenzintervall: 0,287
homozygot C: 31  (20,7 % 95% Konfidenzintervall: 0,207




Chi-Quadrat-Test für SNP 1:
Um beurteilen zu können, ob der Polymorphismus einen Einfluss auf die Entstehung
des POF-Syndroms hat, wurde ein Chi-Quadrat-Test (siehe Kap. 3.9.1) durchgeführt. In
den Chi-Quadrat-Test wurden nur die weiblichen Kontrollen mit einbezogen, da nur sie




Homozygot A 18 19 37
Homozygot C 12 10 22
Heterozygot 26 37 63





Homozygot A 17 20 37
Homozygot C 10,1 11,9 22
Heterozygot 28,9 34,1 63
Summe 56 66 122
Bestandteile von Chi-Quadrat:
POF-Patientinnen Weibliche Kontrollen
Homozygot A 0,06 0,05







Beim Vergleich der Häufigkeiten der Allele zwischen POF-Patientinnen einerseits und
den Kontrollen auf der anderen Seite konnten keine signifikanten Unterschiede




Signifikante Abweichung ist per Definition erst ab einem Wert von 0,05 oder kleiner
gegeben.
4.8.2 SNP Nr. 2
Die Tatsache, dass in Intron 5 zweimal eine identische Mutation gefunden wurde (vgl.
Kap. 4.8.3) ließ darauf schließen, dass es sich auch hier vermutlich um einen relativ
häufigen Polymorphismus handelt.
In diesem Fall konnte die Häufigkeit mit Hilfe der RFLP-Analyse bestimmt werden:
Das Enzym DraI schneidet ein mit den Primern DAZLMA5for und DAZLMA5rev
generiertes PCR-Produkt, wenn an Position 90551 der reverse-komplementären
Sequenz von BAC 194G10 ein T vorhanden ist. Befindet sich an dieser Position ein C,
handelt es sich nicht mehr um eine Schnittstelle für DraI. Innerhalb des PCR-Produktes
ist dies die einzige Schnittstelle für DraI.
                                                    DAZLMA56for_
   90351  ACTGATCTTC TATGATAATA GGAATTTTAG AAGACTTTAG GTGTTCATCC
   90401  AAGTCTTGGA AGTAAAGACT TGAAAATTGA TTCTAGTTTT GTTACTGTTT
   90451  TATTTTCAGT CACAGATAAA TTTCCATGGT AAAAAGCTGA AGCTGGGCCC    Exon 5
   90501  TGCAATCAGG AAACAAAATT TATGTGAGTA CAAAAAGAAA TTGTTCTTTT
          DraI
           _
   90551  TAAACATAAA AGAAATTGTG TAGCTTTTCA AAGAACTAAA AATAGGCCTT
          C
   90601  TTCTTTTTGC TTTTCAAAAA GGTGCTTATC ATGTGCAGCC ACGTCCTTTG
   90651  GTTTTTAATC ATCCTCCTCC ACCACAGTTT CAGAATGTCT GGACTAATCC    Exon 6
   90701  AAACACTGAA ACTTATATGC AGCCCACAAC CACGATGAAT CCTATAACTC
   90751  AGTATGTTCA GGTAAGAATT GCTTAACGTT CCTATTCTCT TGTTTATTGT
   90801  AGTCATCGTA CCTTCTGTGG AATTACATCC AATTTCTGTA GTAAGTGGTA
               _DAZLMA56rev
Ein mit den Primern DAZLMAEx56for und DAZLMAEx56rev generiertes PCR-
Produkt wird mit der Restriktionsendonuklease DraI verdaut und die Produkte
anschließend über ein Agarosegel aufgetrennt. Bei Personen, die in SNP 2 homozygot
die Base C besitzen, findet man nur eine Bande mit einer Länge von 429 bp, da DraI in




schneiden und man sieht im Gel zwei Banden von 201 und 228 bp. Ist die Person
bezüglich SNP2 heterozygot, erscheinen im Gel drei Banden: das ungeschnittene PCR-
Produkt von 429 bp, das von dem Allel mit der Base C stammt und die beiden kleineren
Banden, vom Allel mit der Base T.
Abb. 4.43: 1,5%iges Agarosegel mit den PCR-Fragmenten von SNP2: homozygot C, homozygot T und
heterozygot
Getestet wurden 58 POF-Patientinnen. Als Kontrollen dienten 57 Frauen, die nicht an
POF leiden und 78 gesunde, fertile Männer.
Ergebnis der RFLP-Analyse von SNP2:
POF-Patientinnen: 58
homozygot T: 48 (82,8%)
homozygot C: 2 (3,4 %)
heterozygot: 8 (13,8 %)
Kontrollen ges.: 135 männlich: 78 weiblich: 57
homozygot T: 106 (78,5 %) homozygot T: 57 (73,1 %) homozygot T: 49 (86 %)
homozygot C:  0 (0 %) homozygot C: 0 (0%) homozygot C: 0 (0 %)
heterozygot: 29 (21,5 %) heterozygot: 21 (26,9 %) heterozygot: 8 (14 %)
TOTAL: 193
homozygot T: 154 (79,8 %)
homozygot C: 2 (1 %)




In diesem Fall kann der Chi-Quadrat-Test nicht angewendet werden, da bis auf eine
Zelle alle erwarteten Häufigkeiten mindesten N = 5 betragen müssen, was hier nicht
gegeben ist.
4.8.3 Häufigkeiten von SNP1 und SNP2 in verschiedenen
Vergleichsgruppen
Um festzustellen, ob eine bestimmte Kombination der beiden SNPs gehäuft in POF-
Patientinnen zu finden ist, wurden alle möglichen Kombinationen von SNP1 und SNP2
auf ihre Häufigkeiten in POF-Patientinnen und in den Kontrollen hin untersucht. Es
wurden nur die Kontrollen mit einbezogen, die bei beiden SNP-Analysen gemeinsam
verwendet wurden:









































A/A T/C - - -
A/A C/C - - -

































































A/C C/C - - -


















C/C C/C POF 51
POF 52
2 - -
GESAMT 56 52 7
Tab. 4.10: SNP 1 und SNP2-Häufigkeiten in verschiedenen Vergleichsgruppen. FK steht für fertile
Kontrolle. In der ersten Spalte sind die jeweiligen Probanden aufgeführt, in der 2. Spalte stehen die




Der besseren Übersicht halber wurden die jeweiligen Anzahlen der Allelkombinationen
















Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl %
A/A T/T 16 28,6 16 30,8 2 28,6 18 30,5 34 29,6
A/A T/C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A/A C/C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A/C T/T 23 41 29 55,7 1 14,3 30 50,8 53 46,1
A/C T/C 5 8,9 3 5,8 1 14,3 4 6,8 9 7,8
A/C C/C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C/C T/T 7 12,5 1 1,9 3 42,8 4 6,8 11 9,6
C/C T/C 3 5,4 3 5,8 0 0 3 5,1 6 5,2
C/C C/C 2 3,6 0 0 0 0 0 0 2 1,7
56 100 52 100 7 100 59 100 115 100
Tab. 4.11: Häufigkeiten der Allelkombinationen von SNP1 und SNP2 in POF-Patientinnen, weiblichen
und männlichen Kontrollen und in den Kontrollen insgesamt.
Der Tabelle 4.11 kann man entnehmen, dass keine der Allelkombinationen in POF-
Patientinnen gegenüber den Kontrollgruppen gehäuft vorkommt und auch keine
Allelkombination unterrepräsentiert ist. Die Prozentzahlen bei den männlichen
Kontrollen weichen etwas ab, aber das ist auf die geringe Gesamtanzahl von 7
zurückzuführen. Damit kann man klar sagen, dass es sich bei SNP1 und SNP2 um nicht





5.1 Isolierung genomischer DAZL1- und DAZ-Klone
Bei der Isolierung der genomischen DAZL1-Klone fiel auf, dass unter 21 Klonen, die
mit Primern, die sowohl einen Abschnitt aus DAZ als auch aus DAZL1 amplifizieren,
kein einziger DAZL1-, sondern nur DAZ-Klone zu finden waren.
Die Anzahl der Y-chromosomalen DAZ-Gene kann bei verschiedenen Männern
zwischen drei und sieben Genkopien variieren (Yen et al., 1997, Gläser et al., 1998,
Fernandes et al., 2002). In einer männlichen Genbibliothek sind X- und Y-
chromosomale Gene unterrepräsentiert. Rein rechnerisch sollte in einer Genbibliothek
das DAZ-Gen also maximal drei bis viermal so häufig zu finden sein wie das
autosomale „single-copy“-Gen DAZL1. Ein Verhältnis von 21:0 DAZ:DAZL1-Klone
ist daher ungewöhnlich.
Von der gescreenten humanen männlichen PAC-Bibliothek Nr. 704 des RZPD stehen
keine Sequenzinformationen zur Verfügung. Aufgrund der Ergebnisse des Screenens
muss man davon ausgehen, dass die PAC-Sequenzen im Bereich der DAZ-Genfamilie
nicht mit den Sequenzen der BACs (RPCI-11) übereinstimmen. In der PAC-Bibliothek
Nr. 704, aus der die identifizierten DAZ-Klone stammen, muss es zusätzliche
Bindungsstellen für den Primer 391P3for und/ oder 301.1rev geben. Es ist anzunehmen,
dass der Spender der genomischen DNA für die PAC-Bibliothek 704 mehr als vier
DAZ-Gene besitzt. Dies ist ein weiterer Anhaltspunkt für die These, dass die Anzahl
und Zusammensetzung der DAZ-Gene in verschiedenen männlichen Individuen sehr
unterschiedlich ist.
5.2 Insertion eines 2,2kb-Fragments im DAZL1-Locus von
Primaten
Innerhalb der Primatenentwicklung hat im DAZ-Gen die Insertion eines 2,2 kb langen
Fragmentes im Intron 8 zwischen Exon 8 und der dem DAZL1 Exon 9 homologen
Region stattgefunden (siehe Abb. 4.9). Diese 2,2 kb setzen sich beim Menschen
zusammen aus einer Insertion von Exon 7 zwischen Exon 8 und DAZ Exon 9 und
einem 1,135 kb langen Stück, das außer einer kurzen Homologie zu HERV-K Provirus-
Sequenzen von Gorilla, Schimpanse und Orang Utan keine weiteren Homologien zu




4.1.1.1.1). Der HERV-Sequenzabschnitt könnte die Ursache dafür sein, dass das Exon 9
im DAZ-Genlocus ausgelassen wird.
Humane endogene Retroviren (HERVs) werden als Relikte uralter Keimzell-
Infektionen durch exogene Retroviren angesehen (vor ca. 10 bis 50 Mio. Jahren) die
sich über Millionen von Jahren hinweg durch Retrotransposition im Genom vermehrt
heben. Sie machen bis zu 8% des menschlichen Genoms aus (Hughes und Coffin,
2001). HERVs sind in über 200 verschiedene Gruppen und Untergruppen eingeteilt. Die
HERV-K-Gruppe enthält evolutionär gesehen die jüngsten Mitglieder. HERV-K-
Sequenzen sind nur innerhalb der Hominidae zu finden.
Die Hominoidea sind unterteilt in die beiden Familien Hylobatidae (Gibbons) und
Hominidae (große Menschenaffen und Mensch) (siehe Abb. 5.1).
Abb. 5.1: Systematische Einteilung der Hominoidea (Quelle: NCBI)
In der Familie Hominidae gibt es zwei Unterfamilien, die Ponginae (Orang Utan) und
die Homoninae, zu denen die Gattungen Gorilla, Homo und Pan zählen.
Die Insertion eines 2,2 kb-Fragments konnte bei Gorilla gorilla, Pan troglodytes und
beim Menschen bestätigt werden. Beim Gibbon (Hylobates syndactylus) und Orang
Utan (Pongo abelii) konnte mit der PCR diese Insertion nicht nachgewiesen werden.
Eine Insertion eines 2,2 kb-Fragmentes in das DAZ-Gen in der Region zwischen Exon 8
und der dem Exon 9 von DAZL1 entsprechenden Region im Intron von DAZ hat also
erst in der Unterfamilie der Homoninae stattgefunden. Alternativ könnten auch
Punktmutationen im Primerbereich zur Verhinderung der Anlagerung der Primer und





Ein Teil der Insertion kommt durch die Integration einer Kopie von Exon 7 in diesen
Bereich zustande. 1135 bp zeigen jedoch keinerlei Homologie zu DAZL1 und auch
sonst zu keinen tierischen Sequenzen. Die 100%ige Homologie eines zwar nur kurzen
Sequenzabschnittes von 21 bp zu einer HERV-K Provirus-Sequenz von Gorilla,
Schimpanse und Orang Utan lässt auf eine Beteiligung dieser retroviralen Elemente an
der Entstehung der Insertion schließen.
5.3 Genomische Struktur des DAZL1-Locus
Die Ergebnisse der Southern-Blots mit genomischer Primaten-DNA (siehe Kapitel 4.2)
zeigen einen hohen Grad an Konservierung des genomischen DAZL1-Locus innerhalb
der Primaten. In Altweltaffen und Mensch sind die Übereinstimmungen
erwartungsgemäß größer als zu dem Neuweltaffen Callithrix jacchus. Auffallend ist,
dass die Anzahl der Restriktionsschnittstellen für die Enzyme BamHI, EcoRI. EcoRV,
HindIII und PstI im genomischen DAZL1-Locus innerhalb der Primatenevolution
zugenommen hat.
Das innerhalb der Altweltaffen am stärksten konservierte Segment ist die funktionelle
RRM-Domäne (siehe Tab. 4.5). Die Fragmente, die man nach einem Verdau der
genomischen Klone von Hylobates klossi und des Menschen mit den Enzymen EcoRI
bzw. BamHI und anschließender Hybridisierung mit der Sonde Ex 2-6 (RRM-Domäne)
erhält, sind in beiden Altweltaffenspezies identisch. Auch in Callithrix jacchus weichen
die Fragmentgrößen nach Hybridisierung mit der Ex 2-6-Sonde kaum von denen der
Altweltaffen ab. Die Struktur der RRM-Domäne der Maus ähnelt der der Primaten eher
als die des Rindes. Eine in den Primaten vorhandene EcoRI-Schnittstelle zwischen
Exon 3 und Exon 4 ist in der Maus nicht vorhanden (siehe auch Anhang II und IV), so
dass hier mit der Ex 2-6-Sonde nur eine statt wie in den Primaten zwei Banden
detektiert werden. Die Bande, die man bei der Hybridisierung des BamHI-Digests
erhält, entspricht in ihrer Länge aber der der Primaten. Beim Rind befinden sich
innerhalb der RRM-Domäne zwei EcoRI-Schnittstellen. Auch das Fragment aus dem
BamHI-Verdau weicht in seiner Länge mit 38 kb erheblich von den Fragmentgrößen bei
den übrigen Mammalia ab, die zwischen 13,8 und 14,4 kb liegen. Obwohl die
Fragmentlängen nach Hybridisierung mit der Sonde Ex 2-6 bei der Maus denen der
Primaten wesentlich ähnlicher sind als die des Rindes, ist die evolutionäre Distanz von




erfolgte bei der Maus vor 91 +/- 2 Millionen Jahren, beim Rind vor 92 +/- 1 Millionen
Jahren (Hedges, 2002).
Die Promotorregion zeigt innerhalb der Mammalia nur Homologien bei den Primaten.
Aber selbst innerhalb der Altweltaffen sind die Fragmentlängen nicht konserviert. Die
Tatsache, dass man bei dem Neuweltaffen Callithrix jacchus nach Hybridisierung mit
der Promotor-Sonde Promreg keine Signale detektieren kann, liegt entweder daran, dass
dem Cosmid-Klon dieser Bereich fehlt, oder an einer zu geringen Homologie dieser
Region zwischen Mensch und Callithrix. Im Gegensatz zu BAC- oder PAC-Klonen, die
bis zu etwa 300.000 bp genomische DNA enthalten können, haben Cosmid-Klone nur
eine Insertgröße von etwa 40.000 bp.
Zwischen Mensch und Maus ist der 5´-upstream-des DAZL1-Gens gelegene Bereich
mit einer Ähnlichkeit von 49,5% nicht konserviert Bei der Maus erhält man daher bei
einer Hybridisierung mit der Promreg-Sonde keine Signale. Die fehlenden Signale bei
einer Hybridisierung der drei Rinder-BACs mit dieser Sonde sind ebenfalls auf die
mangelnde Homologie in diesem Bereich zurückzuführen.
Der mutmaßliche humane DAZL1-Promotor befindet sich innerhalb des von der Sonde
Promreg abgedeckten Bereichs. Das DAZL1-Gen wird in Primaten nicht von dem
gleichen Promotor reguliert wie in den übrigen untersuchten Mammalia-Spezies. Die
Tatsache, dass auch bei Callithrix jacchus keine Hybridisierung mit der Promreg-Sonde
stattfindet, lässt vermuten, dass es einen Unterschied in der Regulation des DAZL1-
Gens bei Tieren, die Y-chromosomale DAZ-Genkopien besitzen, also Altweltaffen und
Mensch, und solchen, denen die DAZ-Genfamilie fehlt, existieren.
5.4 In silico-Analyse des DAZL1-Promotors
Durch in silico-Analyse ist es gelungen, den mutmaßlichen DAZL1-Promotor in den 5´-
Bereich von DAZL1 zu kartieren (siehe Kapitel 4.3). Es handelt sich um einen TATA-
Box-losen Promotor im Bereich von –384 bis –129 bezogen auf den
Transkriptionsstartpunkt des humanen DAZL1-Gens (Abb. 4.16).
Ständig exprimierte Gene besitzen im allgemeinen eine TATA-Box in ihrem Promotor
(Smale, 1997). Es gibt jedoch viele Promotoren, die keine Consensus-TATA-Box bzw.
gar keine TATA-Box besitzen (Smale, 1994). Das einzige bekannte Element, das als
funktionelles Analog der TATA-Box in eukaryotischen Protein-kodierenden Genen




aus, die akkurate Initiation der Transkription durch die RNA-Polymerase II zu
dirigieren (Smale und Baltimore, 1989). Das Inr-Element muss sich hierfür im Bereich
zwischen –6 und +11 relativ zum Transkriptionsstartpunkt befinden. Die meisten
beschriebenen Zellzyklus-Gene besitzen weder eine TATA-Box noch ein der
Consensus-Sequenz entsprechendes Inr-Element (Lucibello et al., 1995). Im putativen
DAZL1-Promotor findet sich in Position –2 bis +5 ein Inr-Element mit der Sequenz
TCACCCG. Die Consensus-Sequenz des Inr lautet: Py Py A +1 N T/A Py Py, wobei Py
für Pyrimidin steht, also C oder T. Das heißt, zwei Basen des Inr-Elements des DAZL1-
Promotors stimmen nicht mit der Consensus-Sequenz überein: C in der Position +3 und
G in der Position +5.
Es gibt vier bekannte Schlüsselproteine, die spezifisch Inr-Elemente erkennen. TFIID
(Transcription Factor II D) ist ein stabiler Multiprotein-Komplex, der in Promotoren mit
TATA-Box an diese bindet. Er bindet jedoch auch an das Inr-Element (Purnell und
Gilmour, 1993). Der TFIID-Komplex ist für eine Inr-Aktivität notwendig (Burke und
Kadonaga, 1996). Welche Untereinheit des TFIID direkt mit dem Inr-Element
interagiert, ist noch nicht bekannt. Auch der Transcription Factor II-I (TFII-I) bindet an
das Inr-Element (Roy et al., 1991). Die RNA-Polymerase II kann auch direkt an das Inr-
Element binden (Carcamo et al., 1991). Die Bindung der RNA-Polymerase II an das
Inr-Element wird durch die Proteine bzw. Proteinkomplexe TBP (TATA-binding
Protein), TFIIB und TFIIF stabilisiert. Das vierte veröffentlichte Inr-bindende Protein
ist YY1, ein Zink-Finger enthaltender Transkriptionsfaktor (Shi et al., 1991).
Im putativen DAZL1-Promotor gibt es zwei Bindungsstellen für Sp1 (Specifity
Protein 1): eine in Position –144 bis –153, die andere in Position –191 bis –197. Im
humanen TAFII55-Gen, das für einen Polymerase II-spezifischen TBP-assoziierten
Faktor in TFIID kodiert, wirkt SP1 als ein Verstärker der Promotoraktivität (Zhou und
Chiang, 2002). Der Promotor des humanen TAFII55-Gens zählt ebenfalls zu den
TATA-Box-losen Promotoren (Zhou und Chiang, 2001). Sp1 wird ubiquitär exprimiert.
Seine GC-reiche Bindungs-Sequenz (GGGCGG) findet man in vielen, vor allem jedoch
in TATA-Box–losen Promotoren (Kriwacki et al., 1992). Man nimmt an, dass Sp1 als
eine Art Verbindungsstück dazu dient, die Transkriptionsmaschinerie an den TATA-
Box-losen Promotor heranzuholen (Pugh und Tjian, 1990). Sp1 ist im Zusammenspiel
mit anderen Gewebe-spezifischen Transkriptionsfaktoren an der Modulation der
Aktivität verschiedener Promotoren beteiligt (Karlseder et al., 1996; Braun und Suske,




von Transkriptionsfaktoren (FAKTOR), die unter anderem eine Rolle in der Regulation
des Zellzyklus spielt (Birnbaum et al., 1995; Lin et al., 1996; Karlseder et al., 1996).
Außerdem ist die Genfamilie an der Aufrechterhaltung der Genaktivierung während der
frühen Embryonalentwicklung beteiligt, indem sie die de novo-Methylierung der CpG-
Islands von Haushaltsgen-Promotoren verhindert (Brandeis et al., 1994; Macleod et al.,
1994; Marin et al., 1997). Neben seiner Rolle als Transkriptions-Aktivator ist von Sp1
auch bekannt, dass es die Transkription durch Rekrutierung der Histon-Deacetylase-
Aktivität reprimieren kann (Doetzlhofer et al., 1999).
Der Transkriptionsfaktor AP2 erkennt die Sequenz 5´-CC(C/G)C(A/G)GGC-3´
(Mitchell et al., 1987). Der putative DAZL1-Promotor hat zwei AP2-Bindngsstellen, in
Position –156 bis –165 und in Position –192 bis –199. AP2 gehört zu einer Familie von
Transkriptionsfaktoren, die von strukturell verwandten Genen codiert werden (Williams
et al., 1988; Moser et al., 1995; McPherson et al., 1997). Der Transkriptionsfaktor ist
evolutionär stark konserviert. AP2-Homologe finden sich bei Drosophila (Monge und
Mitchell, 1998), Xenopus (Winning et al., 1991) und Maus (Meier et al., 1995).
Die CCAAT-Box ist ein weit verbreitetes Element in eukaryotischen Promotoren, das
mit einer höheren Frequenz in TATA-Box losen Promotoren zu finden ist, und in diesen
bevorzugt in reverser Orientierung (Mantovani, 1998). Meistens befindet sich die
CCAAT-Box in der Region von –60 bis –100 relativ zum Transkriptionsstartpunkt
(Bucher, 1990). Im putativen DAZL1-Promoter befindet sich eine CCAAT-Box in
reverser Orientierung (also ATTGG) in Position –129 bis –133. Es gibt eine Vielzahl
von Proteinen, die an das CCAAT-Pentanukleotid binden. Erwähnt sei z.B. c/EBP
(CCAAT/enhancer binding protein), ein Aktivator von zwei Elementen im TK
Promotor und SV40 „enhancer“ (Landshulz et al., 1988; Umek et al., 1991). Auch
CTF/NF1 (CCAAT transcription factor) bindet als ein Dimer an die CCAAT-Box
viraler und zellulärer Promotoren (Jones et al., 1985). Weitere Proteine, die an die
CCAAT-Box binden, sind das CDP (CCAAT displacement protein) (Barberis et al.,
1987 und Superti-Furga et al., 1988), HSP-CBF (Lum et al., 1990), H1TF2A (Gallinari
et al., 1989 und Martinelli und Heintz, 1994) und NF-Y (Dorn et al., 1987).
In Position –193 bis –201 im putativen DAZL1-Promotor befindet sich eine
Bindungsstelle für den Transkriptionsfaktor EGR-1 (Early Growth Response 1). EGR-1
ist auch bekannt als Zfp-6, Zif-268, Krox 24 oder NGFI-A. Es handelt sich um einen
Zink-Finger-Transkriptionsfaktor, der zu einer Multigenfamilie gehört, die aus




Transkription vieler Gene, z.B. das Gen für den TNF-_ (Kramer et al., 1994), den
Rezeptor Flt-1 (Akuzawa et al., 2000), Interleukin 2 (Skerka et al., 1995), Cyclin D1
(Yan et al., 1997) und Fibronektin (Liu et al., 2000). Im Fall des humanen T_R-II-
Promotors wurde eine hemmende Wirkung von EGR-1 auf die Transkription des Gens
beschrieben (Du et al., 2000).
GCF ist ein im Menschen weit verbreiteter Transkriptionsfaktor, der an GC-reiche
Regionen bindet (Kageyama und Pastan, 1989). Er wirkt als Repressor der
Transkription (Johnson et al., 1992). Im putativen DAZL1-Promotor gibt es zwei
Bindungsstellen für GCF: eine an Position –144 bis –150, die andere an Position –252
bis –258.
Ein Vergleich des mutmaßlichen DAZL1-Promotors mit den Promotoren anderer
keimbahnspezifisch exprimierter Gene ließ keine Muster von bestimmten
Transkriptionsfaktoren erkennen.
An Position –133 bis +256 des humanen DAZL1-Gens befindet sich ein CpG-Island.
Ein CpG-Island ist ein kurzer Abschnitt von DNA, in dem die Anzahl vom CG höher ist
als in anderen Regionen. Bei Genen, die ubiquitär exprimiert werden, befinden sich die
CpG-Islands gewöhnlich in der Promotor-Region und erstrecken sich oft bis in Exon 1.
Bei Genen mit spezifischen Expressionsmustern findet man CpG-Islands oft
stromabwärts des Transkriptionsstartpunktes (Jones, 1999). Alle sogenannten
Haushaltsgene und ubiquitär exprimierten Gene sind mit CpG-Islands assoziiert. Von
den gewebespezifisch exprimierten Genen weisen etwa 40% ein CpG-Island auf
(Larsen et al., 1992). Im Gegensatz zu den CpG-Dinukleotiden, die außerhalb der CpG-
Islands liegen, sind CpG-Islands unmethyliert oder weisen nur einen sehr geringen Grad
an Methylierung auf. Bei gewebespezifisch exprimierten Genen sind die CpG-Islands in
dem Gewebe, in dem das Gen exprimiert wird unmethyliert, während sie in allen
anderen Geweben methyliert vorliegen (Jones, 1999).
5.5 Regulatorische Elemente in der 3´UTR des DAZL1-Gens
Die 3´UTR eukaryotischer Gene enthält regulatorische Sequenzelemente, die für die
Prozessierung der primären Transkripte und/oder für die Translation der reifen poly(A)
mRNAs im Cytoplasma notwendig sind (Jackson, 1993).
Neben verschiedenen Polyadenylierungssignalen, UREs (U rich elements), „Cleavage




(Beyer et al., 1997; Keller und Minvielle-Sebastia, 1997; Sheets et al., 1990; Wahle und
Keller, 1996), konnte in der DAZL1 3´UTR ein Cytoplasmic Polyadenylation Element
(CPE) und ein dupliziertes canonisches Polyadenylierungssignal (DPAS) detektiert
werden (siehe Abb. 4.19).
Die cytoplasmatische Polyadenylierung ist ein konservierter Mechanismus zur
Regulation der Aktivierung der Translation von inaktiven mütterlichen mRNAs
während der frühen Entwicklung. Sie tritt in einem breiten Spektrum von Spezies, von
den Weichtieren bis hin zu den Wirbeltieren, auf und spielt vor allem eine Rolle
während der späten Oogenese und der frühen Embryogenese (Vassalli und Stutz, 1995;
Verrotti et al., 1996). Da DAZL1 ebenfalls in der Oogenese exprimiert wird, ist eine
cytoplasmatische Polyadenylierung für dieses Gen wahrscheinlich.
Das duplizierte canonische Polyadenylierungssignal liegt 13–25 Nukleotide
stromaufwärts der Poly(A)-„site“. An der gleichen Stelle befindet sich in Macaca
fascicularis ebenfalls ein DPAS (Grossmann et al., 2000). Das lässt auf einen
konservierten Polyadenylierungsprozess in Makaken und Mensch und damit
wahrscheinlich in allen Altweltaffen schließen.
Hinweise auf eine erhöhte „Turnover“-Rate der DAZL1-DNA, wie sie z. B. ein
UUAUUUAUU-Element (Zubiaga et al., 1995) oder bestimmte „stem-loop“-Strukturen
(Jaeger et al., 1989) liefern würden, konnten in der 3´UTR des DAZL1-Gens nicht
detektiert werden. Man kann also von einer normalen Stabilität der DAZL1-mRNA
ausgehen.
5.6 DAZL1-Transposition
Bei der Transposition des DAZL1 Genom-Abschnitts von Chromosom 3 auf das Y-
Chromosom ist ein transponierbares THE-Element beteiligt. Dieses findet sich sowohl
auf dem Chromosom 3 als auch auf dem Y-Chromosom. Es muss sich also um eine
replikative Transposition handeln (siehe Kapitel 1.3).
Man kann davon ausgehen, dass dieses THE1C-Element die Chromosom 3 Genom
Domäne von DAZL1 auf das Y-Chromosom transponiert hat. Die Integrationssequenz
von THE1-Elementen ist GYN/AC. Auf den beiden Y-chromosomalen BACs 140H23
und 290O3 stimmen die Sequenzen an den Integrationsstellen auf der Seite des THE-
Elements, an der das LTR noch erhalten ist, hundertprozentig mit der Consensus-




stimmen 3 von 5 Basen mit der Consensus-Integrationssequenz überein. Hier hat das
Integrationsereignis eines THE-Elements in evolutionären Zeiträumen lange vor der
Integration auf dem Y-Chromosom stattgefunden (das DAZL1-Gen ist hoch konserviert
und es finden sich Homologe auch unter den Nicht-Vertebraten). Daher ist es durchaus
möglich, dass nach der Integration hier Mutationen stattgefunden haben und die
Integrationssequenz ursprünglich noch mit der Consensus-Sequenz übereingestimmt
hat.
Die Grenze zur Homologie zwischen Chromosom 3 und dem Y-Chromosom
stromabwärts von DAZL1 ergibt keine Hinweise auf den Transpositionsmechanismus.
Die Homologie zum Y-Chromosom bricht in einem single copy-Bereich zwischen
einem LTR und einem LINE-Element ab.
5.6.1 Homologie zwischen DAZL1 und der DAZ-Genfamilie
Die DAZ-Genfamilie ist innerhalb der Primatenevolution, nach der Trennung von Neu-
und Altweltaffen entstanden. Um Rückschlüsse auf die Funktionalität und die
Akquirierung neuer Funktionen ziehen zu können, wurden die Homologien zwischen
den verschiedenen Mitgliedern der DAZ-Genfamilie und dem DAZL1-Gen verglichen
(Kapitel 4.5.2).
Ein dupliziertes Gen, das keine Funktion hat, ist keiner evolutionären Selektion
unterworfen. Man erwartet daher über alle Introns und Exons gleichmäßig verteilte
Mutationen. Bei DAZ ist dies nicht der Fall. Mit einer Homologie von im Durchschnitt
90,35% ist die Homologie zwischen DAZL1 und DAZ in den Exons deutlich höher als
in den Introns mit einer durchschnittlichen Homologie von 85,5%. Die größte
Übereinstimmung zwischen DAZ und DAZL1 findet man in Exon 5 mit einer
Homologie von 97%. Exon 5 liegt innerhalb der RRM-Domäne, der funktionellen
Domäne von DAZ und DAZL1, und ist daher einem starken selektiven Druck
unterworfen. Mutationen innerhalb der funktionellen Domäne eines Gens führen leicht
zu einem Funktionsverlust des kodierten Proteins. Mit die geringste Homologie
zwischen den Exons von DAZL1 und DAZ findet man in Exon 1 (83,9%) und DAZ-
Exon 10 bzw. DAZL1-Exon 11 (89,9%). Diese Exone beinhalten die 5´-bzw. die 3´-
UTR, kodieren zum größten Teil nicht für eine Aminosäuresequenz. Mutationen in
diesen Bereichen haben keine direkten Auswirkungen auf die




Mutationen also eher tolerabel, sofern sie keine regulatorischen Elemente betreffen.
Auch das Exon 6 zeigt mit 85,7% Homologie eine erhöhte Mutationsrate. Sollte die
DAZ-Genfamilie eine neue Funktion akquiriert haben, könnte dieser Bereich darin
involviert sein. Er könnte z. B. als Bindungsstelle für ein Proteins dienen, das nur an
DAZ und nicht an DAZL1 bindet. Eine große Variabilität zeigt auch Exon 7, das im
DAZ-Gen als repetitive Einheit vorliegt. Die Homologie zum DAZL1-Exon 7 schwankt
hier zwischen 86,1% und 93,1% (Abb. 4.20 und Tab. 4.5). Das Exon 7, auch „DAZ-
Repeat“ genannt, dient als Bindungsstelle für die beiden RNA-bindenden Proteine
DAZAP1 (DAZ-associated protein 1) und DAZAP2, die in vitro sowohl mit DAZ als
auch mit DAZL1 interagieren (Tsui et al., 2000b) DAZAP1 spielt eine Rolle beim
Transport von mRNA aus dem Zellkern ins Cytoplasma und / oder bei der RNA-
Lokalisation (Vera at al., 2002).
Agulnik et al., (1998) haben ebenfalls die Homologieraten zwischen Exons und Introns
von DAZ und DAZL1 miteinander verglichen. Damals gingen sie noch von zwei DAZ-
Kopien auf dem humanen Y-Chromosom aus. Sie fanden keine signifikanten
Unterschiede in den Mutationsraten von Introns und Exons und schlossen daraus, dass
die DAZ-Gene nur eine sehr geringe Rolle in der Spermatogenese spielen können. Die
unterschiedlichen Ergebnisse kommen daher, dass Agulnik et al. nur die Exons 2-6 und
die Introns 2–5 in ihre Untersuchungen mit einbezogen haben.
Ein wichtiger Aspekt, den man aus dem Homologievergleich zwischen DAZ2 und
DAZL1 ableiten kann, ist der ungefähre Zeitpunkt des Transpositionsereignisses einer
Kopie des DAZL1-Gens auf das Y-Chromosom. Die durchschnittliche Mutationsrate
pro Basenpaar pro Jahr beträgt für Säugetiergene 2,2 x 10-9 (Kumar und Subramanian,
2002). Die Homologie zwischen DAZ2 und DAZL1 beträgt im Durchschnitt 87,9%.
Das entspricht einer Mutationsrate von 12,1%. Die Trennung von DAZ2 und DAZL1
müsste dann also vor 55 Mio. Jahren stattgefunden haben. Zu diesem Zeitpunkt ist auch
die Trennung von Alt- und Neuweltaffen erfolgt (Martin, 1993).
5.7 DAZL1-Gen in Callithrix jacchus
Das DAZL1-Gen von Callithrix jacchus kartiert auf dem langen Arm von Chromosom
17. Von Sherlock et al. (1996) ist bekannt, dass das humane Chromosom 3 eines von
sieben Human-Chromosomen darstellt, die sich auf mehr als ein Callithrix Chromosom




Callithrix jacchus Chromosomen 15 und 17 aufgebaut ist . Eine genauere Analyse der
Homologie zwischen dem humanen Chromosoms 3 und den Callithrix-Chromosomen
15 und 17 hat Zend-Ajusch (2001) durchgeführt. Sie hybridisierte YAC-Klone vom
humanen Chromosom 3 auf Metaphase-Chromosomen von Callithrix geoffroyi (CGE).
Die Gattung Callithrix umfasst zwei Gruppen: Die Callithrix jacchus- und die Callithrix
argenta Gruppe. Die beiden Gruppen unterscheiden sich zum einen durch ihr
Verbreitungsgebiet und die Fellfarbe, zum anderen in der Anzahl ihrer Chromosomen
und in den heterochromatischen Regionen. Alle Unterarten von Callithrix jacchus
besitzen 2n=46 Chromosomen, während alle Unterarten von Callithrix argenta 2n=44
Chromosomen besitzen (Nagamachi et al., 1997; Pieczarka et al., 2000). Callithrix
geoffroyi gehört zu der Callithrix jacchus Speziesgruppe. Daher kann man davon
ausgehen, dass die von Zend-Ajusch erhaltenen Ergebnisse auch für das Callithrix
jacchus-Genom Gültigkeit haben.
Das Hybridisierungsergebnisse der vergleichenden Kartierung des menschlichen





0 – 35 cM
36 – 106 cM
107 – 149 cM
149 – 231 cM
HSA 3 CGE 15 CGE 17
173 – 231 cM
63 – 106 cM
107 – 110 cM
0 – 35 cM
122 – 141 cM
142 – 149 cM
149 – 170 cM
36 – 60 cM
Abb. 5.2: Vergleichende Kartierung des menschlichen Chromosoms 3 mit Chromosom 15 und 17 von
Callithrix geoffroyi. Dargestellt sind innerhalb der Primatenevolution konservierte Segmente auf HSA
Chromosom 3 und deren Verteilung auf den Callithrix geoffroyi-Chromosomen 15 und 17.
HSA 3: Chromosom 3 von Homo sapiens
CGE 15: Chromosom 15 von Callithrix geoffroyi
CGE 17: Chromosom 17 von Callithrix geoffroyi.
Die Zahlen neben den Chromosomen bezeichnen die Ausdehnung von Segmenten oder Segmentteilen auf
dem menschlichen Chromosom 3 in centi Morgan. (nach: Zend-Ajusch, 2001).
Das DAZL1-Gen kartiert beim Menschen auf Chromosom 3 in der Bande 3p24.3. Dieser
Bereich befindet sich in dem Segment, das in Abb. 5.2 durch den grünen Pfeil symbolisiert
wird. Dieser Abschnitt des humanen Chromosoms 3 ist bei Callithrix auf die Chromosomen 15
und 17 verteilt. Der distale Abschnitt (36 – 60 cM) befindet sich bei Callithrix distal auf dem
langen Arm von Chromosom 17, der proximale Abschnitt (36–106 cM) kartiert auf
Chromosom 15. Die Bande 3p24.3, die das humane DAZL1-Gen enthält, liegt bei ca. 39 cM,
also in dem Bereich, der auf CGE Chromosom 17 kartiert. In diesem Bereich hybridisiert auch




5.8 DAZL1-Mutationsanalyse in POF-Patientinnen
In einer ersten Funktionsanalyse des humanen DAZL1-Locus wurde ein DAZL1-
Mutationsscreening durchgeführt. Zur Bestätigung der Hypothese, dass ein Ausfall des
DAZL1-Gens zum klinischen Bild des Premature Ovarian Failure (POF)-Syndroms
führt, wurde das DAZL1-Gen bei Patientinnen, die an einem POF-Syndrom leiden, auf
Mutationen im DAZL1-Locus untersucht. Diese Analyse fand auf drei verschiedenen
Ebenen statt: auf der molekular-cytogenetischen Ebene, der Ebene der RNA und auf der
Ebene der DNA-Sequenz.
5.8.1 DAZL1-Deletionsanalys mittels FISH
In der FISH-Diagnostik wurden drei Sonden parallel hybridisiert: der BAC 194G10 aus
Chromosom 3p24/25, der das DAZL1-Gen enthält, der PAC 793P23 aus der Bande
3p21, der gemeinsam mit dem BAC 194G10 zum Nachweis von Inversionen dienen
sollte, und der PAC 358H7 aus der POF1-Region in Xq26-Xqter (siehe Abb. 4.26).
Insgesamt wurden 27 POF-Patientinnen mit der FISH-Analyse auf Deletionen von
DAZL1, POF1 und auf Inversionen des kurzen Arms von Chromosom 3 untersucht
(siehe Kapitel 4.7.1). In keinem der Fälle konnte eine Deletion von DAZL1 oder der
POF1-Region auf Xq detektiert werden. Die Sonde 358H7 enthält jedoch nur das aus
nur einem Exon bestehende E2F-Gen und auf dem negativen Strang einen Teil von
Intron 2 und Exon 3 des GPC3-Gens (siehe Abb. 4.27). Mit Sicherheit kann man also
nur sagen, dass bei den 27 untersuchten POF-Patientinnen das E2F-Gen nicht komplett
deletiert ist und dass auch keine Deletionen vorliegen, die das gesamte GPC3-Gen
umfassen. Eine Aussage über das dritte POF-Kandidatengen in der POF1-Region,
HS6ST, kann man nicht treffen. Keine der untersuchten POF-Patientinnen weist eine
parazentrische Inversion auf dem kurzen Arm von Chromosom 3 auf.
Die Tatsache, dass keine Deletionen des DAZL1-Locus gefunden wurden, ist
wahrscheinlich auf die relativ geringe Anzahl der getesteten Patientinnen
zurückzuführen. 1% aller Frauen ist vom POF-Syndrom betroffen. Das Krankheitsbild




5.8.2 DAZL1-Mutationsanalyse auf RNA-Ebene: Transkriptions-
analyse mittels RT-PCR
Wie in Kapitel 4.7.2. beschrieben, wurde eine DAZL1-Mutationsanalyse auf RNA-
Ebene etabliert. Das Ziel solcher Versuche ist der Nachweis der aktiven Transkription.
Bei allen 55 getesteten POF-Patientinnen ist es gelungen, das ovarienspezifische
DAZL1-Transkript durch illegitime Transkription im Blut nachzuweisen. Als
Positivkontrolle diente das ubiquitär exprimierte DBX-Gen, das ebenfalls bei allen
Patientinnen nachgewiesen werden konnte.
Mit dieser Methode ist es im Vergleich zur Deletionsanalyse mit FISH nicht möglich,
Mutationen zu detektieren, die nur auf einem der beiden Chromosomen 3 auftreten.
mRNAs, die durch Mutationen frühzeitige Stop-Codons enthalten, sogenannte PTCs -
premature termination codons, die zu trunkierten Proteinen führen, werden von der
Zelle erkannt und zerstört. Diesen Prozess nennt man „nonsense-mediated mRNA
decay“ (NMD) (Byers, 2002). Liefert eines der beiden Allele eine korrekte mRNA, wird
man also fast nur diese nachweisen können. Man kann aufgrund der Ergebnisse des
DAZL1-RTPCR-Screens die klare Aussage treffen, dass alle getesteten POF-
Patientinnen DAZL1-Transkripte haben. In allen Fällen liegt also zumindest in einer
Kopie ein funktionelles DAZL1-Gen vor. Möchte man auf RNA-Ebene auch
Mutationen ausschließen, die nur eine der beiden DAZL1-Kopien betreffen, müsste
man quantitative PCRs durchführen. Dazu müsste man die RNA dann jedoch aus
Ovarialgewebe isolieren.
5.8.3 Mutationsscreening mit TMHA
Das Mutationsscreening auf der DNA-Ebene fand mit Hilfe der Temperatur
modulierten Heteroduplex-Analyse (TMHA) statt. Diese Methode wird vor allem
angewandt, um Patienten auf sogenannte „Hot-Spot“-Mutationen zu überprüfen, also
Mutationen in bestimmten Genen, die gehäuft vorkommen. Hat man eine bereits
bekannte Mutation, kann man die Bedingungen Chromatographie-Bedingungen so
einstellen, dass das System die Mutation zuverlässig erkennt. Wendet man das System
an, um nach neuen Mutationen zu suchen, fehlt diese Möglichkeit. Man kann also nicht
ganz sicher sein, vorhandene Mutationen auch zu erkennen. Han et al. (2001) haben die
TMHA-Methode zur Detektion von Mutationen in einer Studie am Neurofibromatose




detektieren, in einer prospektiven Studie wurden vorhandene Mutationen im NF1-Gen
in 34 von 50 Fällen, also in 68% der Fälle detektiert. 22 dieser Mutationen waren neue,
bisher noch nicht aufgetretene Mutationen.. Um ganz sicher alle Mutationen zu
detektieren, müsste man das Gen sequenzieren. In Einzelfällen kann das die Methode
der Wahl sein, für ein breit angelegtes Mutationsscreening ist das jedoch viel zu
aufwändig.
In den untersuchten Sequenzabschnitten von DAZL1 konnten durch die TMHA zwei
Polymorphismen in intronischen Bereichen detektiert werden: SNP1 in Intron 2 und
SNP2 in Intron 5.
Mutationen in Introns können zum Ausfall eines Gens führen und einen pathologischen
Phänotyp verursachen, zumal wenn sie in den kurzen, hoch konservierten Sequenzen in
der Nachbarschaft von „Donor-splice-sites“, in „Splicing“-Verzweigungspunkten oder
in dem Polypyrimidin-Trakt stromaufwärts von „Acceptor-Splice-sites“ auftreten
(Krawczak et al., 1992). Solche Mutationen wurden in jüngerer Zeit z.B. für das LDL
(low density lipoprotein)-Rezeptorgen, (Amsellem et al., 2002) und für das COL4A5
(Collagen, type IV, alpha 5)-Gen (King et al., 2002) nachgewiesen. Die gefundenen
Polymorphismen im DAZL1 Intron 2 bzw. Intron 5 betreffen jedoch vermutlich keine
für das Splicing essentiellen Sequenzabschnitte.
Teng et al (2002) haben mit Hilfe von SSCP (single-strand conformation
polymorphism) das DAZL1-Gen von 160 taiwanesischen Männern mit schwerer
Oligozoospermie oder nicht obstruktiver Azoospermie auf Mutationen gescreent. Sie
fanden einen Polymorphismus in Exon 3: eine A _ G-Transition in Nukleotid 386 führt
zu einem Austausch von Thr (Threonin) 54 zu Ala (Alanin). Die Frequenz des T54A-
Allels war mit 7,39% in den Patienten erhöht gegenüber den Kontrollen mit einer
Frequenz von 0,86%. Keine der POF-Patientinnen, bei denen im Rahmen der
Mutationsanalyse des DAZL1-Gens das Exon 3 sequenziert wurde, weist diesen
Polymorphismus auf. Es handelt sich um POF 1, 4, 7, 13, 14, 23, 32, 39, 43, 48 und 48.
Im Rahmen weiterer Studien wäre es sinnvoll, auch die verbliebenen Patientinnen auf
diesen Polymorphismus hin zu untersuchen. Es wäre denkbar, dass er auch eine Rolle
bei der Entstehung des POF-Phänotyps spielt.
Obwohl bei der bisherigen Untersuchung der POF-Patientinnen kein Hinweis auf eine
DAZL1-Mutation gefunden wurde, bleibt DAZL1 ein vielversprechendes




in DAZL1 ist es möglich, POF-Patientinnen, bei denen keine anderen Gründe für ihre






Für eine strukturelle Analyse des DAZL1-Gens in verschiedenen Mammalia wurden zunächst
Southern-Blot-Experimente mit genomischer DNA von Mensch, Gibbon, Callithrix jacchus, Maus
und Rind durchgeführt. Die Homologie der genomischen DAZL1-Region ist in Altweltaffen und
Mensch größer als in Neuweltaffen. Die Anzahl der Schnittstellen für BamHI, EcoRI, EcoRV und
HindIII hat im Verlauf der Primaten-Evolution zugenommen. Die Homologie der humanen
DAZL1-Sonden zu Maus und Rind war für eine Analyse über genomische Southern-Bots zu
gering. Es wurden genomische DAZL1-Klone von Mensch, Hylobates klossi (Gibbon), Callithrix
jacchus, Maus und Rind isoliert, die ebenfalls durch Southern-Blot-Experimente analysiert wurden.
Als zwischen allen untersuchten Mammalia-Spezies konserviert hat sich nur die funktionale
Domäne des DAZL1-Gens, die RRM (RNA Recognition Motif)-Dömäne herausgestellt. Auch hier
findet man die größten Übereinstimmungen innerhalb von Altweltaffen und Mensch. Auch
zwischen den RRM-Domänen von Maus und Rind ist ein hoher Grad an Übereinstimmung zu
beobachten. Die mutmaßliche DAZL1-Promotorregion ist nur innerhalb der Altweltaffen und dem
Menschen konserviert.
Mit Hilfe von in silico-Studien war es möglich, die wahrscheinliche DAZL1-Promotor-Region auf
den Bereich von –383 bis –130 bezogen auf den Transkriptionsstartpunkt festzulegen. Im Bereich
von –129 bis +256 wurde ein CpG-Island identifiziert. Bei dem putativen DAZL1-Promotor
handelt es sich um einen TATA-Box-losen Promotor, der neben zahlreichen Bindungsstellen für
humane Transkriptionsfaktoren auch verschiedene gonadenspezifische Promotorelemente aufweist:
eine sog. E-Box, wie sie im Promotor des Protamin 1-Gens (Zambrowicz et al., 1993) und des _4-
Galactosyltransferase-Gens (Shaper et al., 1994) der Maus für die testisspezifische Expression
essentiell ist, und das konservierte Motiv B aus dem SRY-Gen (Veitia et al., 1997).
Innerhalb der Primatenevolution hat die Transposition einer Kopie des DAZL1-Gens auf das Y-
Chromosom stattgefunden (Shan et al., 1996; Seboun et al., 1998). Y-chromosomale DAZ-
Genkopien finden sich nur bei Altweltaffen und dem Menschen, nicht jedoch bei Neuweltaffen und
allen anderen Spezies. Die genauen Bruchpunkte auf Chromosom 3 des transponierten Abschnitts
konnten bestimmt werden. 11,71 kb 5´von DAZL1 befindet sich der Bruchpunkt innerhalb eines
THE1C (Transposable Human Element 1C)-Elements, das vermutlich an der Transposition
beteiligt war. Der Bruchpunkt stromabwärts des DAZL1-Gens liegt 48,16 kb 3´des Endes von
Exon 11, dem letzten Exon von DAZL1, in einer „single copy“-Region zwischen einem LTR
(Long Terminal Repeat)-Sequenzelement und einem LINE (Long Interspearsed Nuclear Element).
Insgesamt wurden 78, 447 kb auf das Y-Chromosom transponiert.
Durch multiples Sequenz Alignment konnte das DAZ2-Gen als das ursprünglichste der vier
bekannten DAZ-Gene identifiziert werden. Durch Homologievergleiche zwischen DAZL1 und
DAZ konnte der Zeitpunkt des Transpositionsereignisses auf das Y-Chromosom bestimmt werden:
Die Transposition hat vor 55 Mio. Jahren stattgefunden. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte auch die
Trennung von Alt- und Neuweltaffen (Martin, 1993).
Mit der FISH (Fluoreszenz in situ Hybridisierung)-Technik wurde der DAZL1-Locus bei Callithrix
jacchus auf den langen Arm von Chromosom 17 kartiert.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden erste funktionale Studien des DAZL1-Locus beim Menschen
durchgeführt. Hierzu wurden bis zu 56 Patientinnen, die am POF (Premature Ovarian Failure)-
Syndrom leiden, auf Mutationen im DAZL1-Locus untersucht. Das POF-Syndrom kann als
wahrscheinlicher Phänotyp von Mutationen im DAZL1-Gen betrachtet werden. Auf molekular-
zytogenetischer Ebene wurde mit Hilfe der FISH-Technik nach Deletionen des gesamten DAZL1-
Locus gesucht. Auf Ebene der RNA fand ein Screening nach DAZL1-Transkripten mit Hilfe von
RT-PCR statt. Es war bei allen Patientinnen möglich, Transkripte des ovarienspezifisch
exprimierten DAZL1-Gens durch die sog. illegitime Transkription in Lymphozyten nachzuweisen.
Auf Ebene der DNA-Sequenz fand ein Mutationsscreening in ausgewählten Abschnitten des
DAZL1-Gens mit Hilfe der TMHA (Temperature Modulated Heteroduplex Analysis) statt. Es
konnten hierbei zwei Polymorphismen in Intron 2 und Intron 5 identifiziert werden, deren
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PTC- Premature Termination Codon
RACE Rapid Amplification of cDNA Ends
RFLP Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus
rpm rotations per minute (Umdrehungen pro Minute)
RRM RNA recognition mitif
SDS Natrium-Dodecylsulfat
SNV Single Nucleotide Variant
Sp1 Specifity Protein 1









TEMED N, N, N´, N´-Tetramethylethylendiamin
TFIID Transcription Factor II D
THE Transposable Human Element
TMHA Temperatur Modulierte Heteroduplex Analyse
Tris Tris(hydroxymethyl)-amino-methan


































R A oder G
D A oder G oder T
Y C oder T
M A oder C
N A oder C oder G oder T
K G oder T
S C oder G
W A oder T
H A oder C oder T
B C oder G oder T
V A oder C oder G
Anhang I
_______________________________________________________________
Position der verwendeten Primer in der cDNA des humanen DAZL1-
Gens (XM_042839)
         CACGCCTCAGTCCGCCTGCGCTCCTCAGCCTGACGGTCCGCCTTTCGGGGCTCCTCAGCC
       1 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 60
         GTGCGGAGTCAGGCGGACGCGAGGAGTCGGACTGCCAGGCGGAAAGCCCCGAGGAGTCGG
      Ex0
         TTGTCACCCGCTCTTGGTTTTCCTTTTCTCTTCATCTTTGGCTCCTTTGACCACTCGAAG
      61 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 120
         AACAGTGGGCGAGAACCAAAAGGAAAAGAGAAGTAGAAACCGAGGAAACTGGTGAGCTTC
         CCGCGCAGCGGGTTCCAGCGGACCTCACAGCAGCCCCAGAAGTGGTGCGCCAAGCACAGC
     121 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 180
         GGCGCGTCGCCCAAGGTCGCCTGGAGTGTCGTCGGGGTCTTCACCACGCGGTTCGTGTCG
    Beginn ORF (227)_ _ Exon 2
         CTCTGCTCCTCCTGGAGCCGGTCGGGAACTGCTGCCTGCCGCCATCATGTCTACTGCAAA
     181 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 240
         GAGACGAGGAGGACCTCGGCCAGCCCTTGACGACGGACGGCGGTAGTACAGATGACGTTT
            P391Ex2
         TCCTGAAACTCCAAACTCAACCATCTCCAGAGAGGCCAGCACCCAGTCCTCATCAGCTGC
     241 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 300
         AGGACTTTGAGGTTTGAGTTGGTAGAGGTCTCTCCGGTCGTGGGTCAGGAGTAGTCGACG
     DAZ_LA_rv2       DAZ_LA_rev
 340-1.3
         AACCAGCCAAGGCTATATTTTACCAGAAGGCAAAATCATGCCAAACACTGTTTTTGTTGG
     301 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 360
         TTGGTCGGTTCCGATATAAAATGGTCTTCCGTTTTAGTACGGTTTGTGACAAAAACAACC
      5RDAZL1
        _ Exon 3
             355Ex2-3for      340-1.4
         AGGAATTGATGTTAGGATGGATGAAACTGAGATTAGAAGCTTCTTTGCTAGATATGGTTC
     361 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 420
         TCCTTAACTACAATCCTACCTACTTTGACTCTAATCTTCGAAGAAACGATCTATACCAAG
     _ Exon 4
         AGTGAAAGAAGTGAAGATAATCACTGATCGAACTGGTGTGTCCAAAGGCTATGGATTTGT
     421 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 480
         TCACTTTCTTCACTTCTATTAGTGACTAGCTTGACCACACAGGTTTCCGATACCTAAACA
    Ex1           _ Exon 5
         TTCATTTTTTAATGACGTGGATGTGCAGAAGATAGTAGAATCACAGATAAATTTCCATGG
     481 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 540
         AAGTAAAAAATTACTGCACCTACACGTCTTCTATCATCTTAGTGTCTATTTAAAGGTACC
Ex1rev
       Ex2          _ Exon 6
         TAAAAAGCTGAAGCTGGGCCCTGCAATCAGGAAACAAAATTTATGTGCTTATCATGTGCA
     541 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 600
         ATTTTTCGACTTCGACCCGGGACGTTAGTCCTTTGTTTTAAATACACGAATAGTACACGT
      Ex2rev   355Ex5-6rev
       Ex3
         GCCACGTCCTTTGGTTTTTAATCATCCTCCTCCACCACAGTTTCAGAATGTCTGGACTAA
     601 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 660
         CGGTGCAGGAAACCAAAAATTAGTAGGAGGAGGTGGTGTCAAAGTCTTACAGACCTGATT
    Ex3rev
Anhang I
_______________________________________________________________
         TCCAAACACTGAAACTTATATGCAGCCCACAACCACGATGAATCCTATAACTCAGTATGT
     661 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 720
         AGGTTTGTGACTTTGAATATACGTCGGGTGTTGGTGCTACTTAGGATATTGAGTCATACA
             _ Exon 7
         TCAGGCATATCCTACTTACCCAAATTCACCAGTTCAGGTCATCACTGGATATCAGTTGCC
     721 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 780
         AGTCCGTATAGGATGAATGGGTTTAAGTGGTCAAGTCCAGTAGTGACCTATAGTCAACGG
                         _ Exon 8  391P3for
         TGTATATAATTATCAGATGCCACCACAGTGGCCTGTTGGGGAGCAAAGGAGCTATGTTGT
     781 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 840
         ACATATATTAATAGTCTACGGTGGTGTCACCGGACAACCCCTCGTTTCCTCGATACAACA
       355Ex7-8rev
                _ Exon 9  CT391.2
         ACCTCCGGCTTATTCAGCTGTTAACTACCACTGTAATGAAGTTGATCCAGGAGCTGAAGT
     841 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 900
         TGGAGGCCGAATAAGTCGACAATTGATGGTGACATTACTTCAACTAGGTCCTCGACTTCA
         TGTGCCAAATGAATGTTCAGTTCATGAAGCTACTCCACCCTCTGGAAATGGCCCACAAAA
     901 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 960
         ACACGGTTTACTTACAAGTCAAGTACTTCGATGAGGTGGGAGACCTTTACCGGGTGTTTT
391.1rev
          _ Exon 10
         GAAATCTGTGGACCGAAGCATACAAACGGTGGTATCTTGTCTGTTTAATCCAGAGAACAG
     961 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1020
         CTTTAGACACCTGGCTTCGTATGTTTGCCACCATAGAACAGACAAATTAGGTCTCTTGTC
      _ Exon 11
         ACTGAGAAACTCTGTTGTTACTCAAGATGACTACTTCAAGGATAAAAGAGTGCATCACTT
    1021 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1080
         TGACTCTTTGAGACAACAATGAGTTCTACTGATGAAGTTCCTATTTTCTCACGTAGTGAA
     P393Ex9                   STOP
         TAGAAGAAGTCGGGCAATGCTTAAATCTGTTTGATCCTCCTGGCTTATCTAGTTACATGG
    1081 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1140
         ATCTTCTTCAGCCCGTTACGAATTTAGACAAACTAGGAGGACCGAATAGATCAATGTACC
P393Ex9rev
          GAAGTTGCTGGTTTTGAATATTAAGCTAAAAGGTTTCCACTATTATAGAAATTCTGAATT
    1141 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1200
         CTTCAACGACCAAAACTTATAATTCGATTTTCCAAAGGTGATAATATCTTTAAGACTTAA
         TTGGTAAATCACACTCAAACTTTGTGTATAAGTTGTATTATTAGACTCTCTAGTTTTATC
    1201 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1260
         AACCATTTAGTGTGAGTTTGAAACACATATTCAACATAATAATCTGAGAGATCAAAATAG
         TTAAACTGTTCTTCATTAGATGTTTATTTAGAAACTGGTTCTGTGTTGAAATATAGTTGA
    1261 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1320
         AATTTGACAAGAAGTAATCTACAAATAAATCTTTGACCAAGACACAACTTTATATCAACT
 391P4rev
       355P1
         AAGTAAAAAAATAATTGAGACTGAAAGAAACTAAGATTTATCTGCAAGGATTTTTTAAAA
    1321 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1380
         TTCATTTTTTTATTAACTCTGACTTTCTTTGATTCTAAATAGACGTTCCTAAAAAATTTT
         ATTGGCATTTTAAGTGTTTAAAAGCAAATACTGATTTTCAAAAAAATGTTTTTAAAAACC
    1381 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1440
         TAACCGTAAAATTCACAAATTTTCGTTTATGACTAAAAGTTTTTTTACAAAAATTTTTGG
         TATTTTGAAAGGTCAGAATTTTGTTGGTCTGAATACAAACATTTCACTTCTCCAACAAGT
    1441 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1500
         ATAAAACTTTCCAGTCTTAAAACAACCAGACTTATGTTTGTAAAGTGAAGAGGTTGTTCA
Anhang I
_______________________________________________________________
         ACCTGTGAACAGTACAGTATTTACAGTATTGAGCTTTGCATTTATGATTTCTCCAGAAAT
    1501 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1560
         TGGACACTTGTCATGTCATAAATGTCATAACTCGAAACGTAAATACTAAAGAGGTCTTTA
         TTACCACAAAAGCAAAATTTTTAAAACTGCATTTTTAATCAGTGGAACTCAATATATAGT
    1561 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1620
         AATGGTGTTTTCGTTTTAAAAATTTTGACGTAAAAATTAGTCACCTTGAGTTATATATCA
         TAGCTTTATTGAAGTCTTCTTATCTAAACCCAGCAAAACAGATTCAAAGCGAACAGTCCA
    1621 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1680
         ATCGAAATAACTTCAGAAGAATAGATTTGGGTCGTTTTGTCTAAGTTTCGCTTGTCAGGT
     393P2
         ATCAGTGGGTCATATGTTTATTCAAAATATTTTATCTTTTAGCTAGAATCCACACATATA
    1681 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1740
         TAGTCACCCAGTATACAAATAAGTTTTATAAAATAGAAAATCGATCTTAGGTGTGTATAT
         TATCCTATTTGATTAGGGTAGTAATTAGGATAACTAAAATTCTGGGCCTAATTTTTTAAA
    1741 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1800
         ATAGGATAAACTAATCCCATCATTAATCCTATTGATTTTAAGACCCGGATTAAAAAATTT
         GAATCCAAGACAAACTAAACTTTACTAGGTACATAAGCTTCTCAATGAGTCACCATTCTT
    1801 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1860
         CTTAGGTTCTGTTTGATTTGAAATGATCCATGTATTCGAAGAGTTACTCAGTGGTAAGAA
         CTTTTTTGTAAAAACTTTTTTCTTTGAAATGCTAAACTTGGCTGTATGTCAAATTGTGCA
    1861 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1920
         GAAAAAACATTTTTGAAAAAAGAAACTTTACGATTTGAACCGACATACAGTTTAACACGT
         AAATATTGGTATTAAAGAATGCTGCAACTTTTTTATGTCTCTTAGAGGTTAATCAGAGTA
    1921 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1980
         TTTATAACCATAATTTCTTACGACGTTGAAAAAATACAGAGAATCTCCAATTAGTCTCAT
         TCTGAAGGGAATTGTTTTTATAAAAACATTGAAATATTAGTTACTTGCTATAAATAGATT
    1981 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2040
         AGACTTCCCTTAACAAAAATATTTTTGTAACTTTATAATCAATGAACGATATTTATCTAA
393P5
         TAGTCTGTTATATTTCCTTTTGTAAAGTAAAATATGTCCAGAAGAGTCAAAGTAGTTAGT
    2041 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2100
         ATCAGACAATATAAAGGAAAACATTTCATTTTATACAGGTCTTCTCAGTTTCATCAATCA
         TTTGGTTATTTCTAAACCACAAAAGTTGTTTAATAAGTATATCTTAAGAATGTGCTAGAG
    2101 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2160
         AAACCAATAAAGATTTGGTGTTTTCAACAAATTATTCATATAGAATTCTTACACGATCTC
         TTAAAAGTTAGCATTGTTTCTAGATTAGCTGGTGTCTTCATTTTACATTGTGACAAACAG
    2161 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2220
         AATTTTCAATCGTAACAAAGATCTAATCGACCACAGAAGTAAAATGTAACACTGTTTGTC
         393P5rev
         CTAGAGCATCAGAGCCCTTTTGCTATACCACAGTCTTTCGTTTCCAGCCTTTGTCACTAG
    2221 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2280
         GATCTCGTAGTCTCGGGAAAACGATATGGTGTCAGAAAGCAAAGGTCGGAAACAGTGATC
         TCTTTGAGGAGGTTTGCTCCTAGAACTGGTGATATAAAGAATGAAAGTAGCTGTATGAGC
    2281 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2340
         AGAAACTCCTCCAAACGAGGATCTTGACCACTATATTTCTTACTTTCATCGACATACTCG
         AGAGCAGTTCAAGGGCCAAACCCTGGAACGGTAGCAATGGGATATAATACCTTTCTAAGG
    2341 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2400
         TCTCGTCAAGTTCCCGGTTTGGGACCTTGCCATCGTTACCCTATATTATGGAAAGATTCC
         GAAAAAGTTGTATCAGTACCATTTGATCTGCCATGGACATGAGTTTAAAGCGGCTTTCTG
    2401 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2460
         CTTTTTCAACATAGTCATGGTAAACTAGACGGTACCTGTACTCAAATTTCGCCGAAAGAC
Anhang I
_______________________________________________________________
         GCCCTTCTTTCAGTGACTTCTTCCCTAAAATGTAGAAATTCTAACTTAATGTAGTTACTG
    2461 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2520
         CGGGAAGAAAGTCACTGAAGAAGGGATTTTACATCTTTAAGATTGAATTACATCAATGAC
         TGAGCCATATTACTAGTGCCCCCTAGGGTCTATAATTCCTTAAAATTTTCATTCTGAATC
    2521 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2580
         ACTCGGTATAATGATCACGGGGGATCCCAGATATTAAGGAATTTTAAAAGTAAGACTTAG
         TGAAGGAGAGAGTCTTTTAACTTTAGAATTCCCAAGAGGGCTTTATTACACCTCAGAAAT
    2581 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2640
         ACTTCCTCTCTCAGAAAATTGAAATCTTAAGGGTTCTCCCGAAATAATGTGGAGTCTTTA
         TGAAAGCACTATGAATTTGTCCATTTAAAAATGATCTGTAGTTTTTTTGGTGCTATAACA
    2641 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2700
         ACTTTCGTGATACTTAAACAGGTAAATTTTTACTAGACATCAAAAAAACCACGATATTGT
         TTCTGACACATATCATTCTGTGATTAAATCTCCAGCTTACTATAAATGATATCTATATTC
    2701 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2760
         AAGACTGTGTATAGTAAGACACTAATTTAGAGGTCGAATGATATTTACTATAGATATAAG
         TAAAGAGCTACTTCTAATTATTCCAATATGACCTTAAGGAAAAGTAAGGGAATAAATTTT
    2761 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2820
         ATTTCTCGATGAAGATTAATAAGGTTATACTGGAATTCCTTTTCATTCCCTTATTTAAAA
   393P6rev
         TGTCTTTGTTGGAGTGAAGCATTTAAAAGAGTAAGGGTAAAAAAGATAAAGTCCTGAACC
    2821 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2880
         ACAGAAACAACCTCACTTCGTAAATTTTCTCATTCCCATTTTTTCTATTTCAGGACTTGG
         TTTCAAAATGGAAAATTAATTCTAAACTTAGAAATATGCTTCTGCCTATTGCTGATACTG
    2881 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2940
         AAAGTTTTACCTTTTAATTAAGATTTGAATCTTTATACGAAGACGGATAACGACTATGAC
         TCTTTGCATACATGAATAAAAATAAAGTTTTTTTCTTC
    2941 ---------+---------+---------+-------- 2978























































































































































































































































































































































































Beispiele für Southern-Blots mit den genomischen DAZL1-Klonen
a) Homo sapiens
Links: 0,8% Agarosegel mit den humanen genomischen Klonen BAC194G10 und
FemPACDAZL1, verdaut mit AvaII, BamHI, EcoRI, EcoRV und HindIII. Rechts:




Links: 0,8% Agarosegel mit den Hylobates klossi Cosmiden Hyk355A und Hyk355D,
verdaut mit EcoRI und EcoRV. Rechts: Autoradiogramm des geblotteten Gels nach




Links: 0,8% Agarosegel mit dem Callithrix jacchus-Cosmid CCajaDAZL1, verdaut mit
EcoRI und BamHI. Rechts: Autoradiogramm des geblotteten Gels nach Hybridisierung




Links: 0,8% Agarosegel mit den genomischen Klonen vom Rind, BACBOV355Aund
B, verdaut mit EcoRI und BamHI. Rechts: Autoradiogramm des geblotteten Gels nach




Links: 0,8% Agarosegel mit den genomischen Maus-Klonen PACMmuDazl1.1 –1.3,
verdaut mit BamHI und HindIII. Rechts: Autoradiogramm des geblotteten Gels nach
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